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RESUMEN 

El kindling es un modelo que consiste en estímulos eléctricos breves y de 

baja intensidad aplicados en ciertas regiones cerebrales que eventualmente 

desarrollan crisis generalizadas y producen cambios conductuales y neuronales a 

largo plazo. En trabajos anteriores mostramos que el kindling induce la copulación 

en ratas macho no copuladoras y facilita, al igual que en el macho la conducta 

coital en las hembras. También demostramos que el kindling modifica el 

aprendizaje, utilizando como modelo el condicionamiento aversivo a los sabores 

(CAS), en donde se observó, que el kindling en la amígdala (AMG) y en la corteza 

insular (CI) facilita dicho aprendizaje. El objetivo del presente estudio fue evaluar 

los cambios plásticos (el crecimiento dendrítico) inducidos por el kindling en la 

amígdala y corteza insular y sus efectos sobre el condicionamiento aversivo a los 

sabores (CAS). Se usaron ratas macho de la cepa wistar, y se formaron los 

siguientes grupos: Control, ratas no implantadas y ratas implantadas en la AMG, 

CI y área preóptica media (APM), pero sin kindling que fueron sometidas al CAS. 

Ratas implantadas a las que se les produjo kindling en: CI, AMG, APM y otro sitio 

(OS: ratas con electrodos que quedaron fuera de la zona de estimulación 

deseada). Después de establecer el kindling los animales fueron privados de 

agua por 24 horas. Posteriormente, se les dio de tomar agua en dos sesiones de 

1 O minutos por 6 días. En el 7° día el agua fue reemplazada por una solución de 

sacarina (0.1 %), 30 minutos más tarde a los animales se les inyectó cloruro de litio 

(7.5 ml/kg i.p, 0.4M) para inducir el malestar gastrointestinal. Se encontró que las 

ratas con kindling en la CI consumían menos sacarina con respecto a las ratas 

control. También las ratas con kindling en la CI consumieron menos sacarina que 

las ratas del grupo OS. En las ratas con kindling en la AMG el consumo de 

sacarina fue menor que las ratas control. Las ratas con kindling en la AMG 

consumieron menos sacarina con respecto al grupo OS. El consumo de sacarina 

de las ratas con kindling en el APM no fue diferente al grupo de ratas control. Las 

ratas con kindling en el APM, consumieron menos sacarina que las del grupo OS. 

Las ratas del grupo OS consumieron significativamente más sacarina que las ratas 
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del grupo control. En relación a cambios plásticos inducidos por el kindling, sólo 

se pudieron obtener resultados preliminares ya que únicamente se cuantificaron 

las neuronas estrelladas de la CI para cada uno de los grupos experimentales (con 

excepción del grupo OS). De la cuantificación de estas neuronas en la CI no se 

observó ninguna diferencia ni en la longitud, ni en el número de ramas dendríticas. 

En conclusión, el kindling tuvo un efecto sobre el CAS y además en las estructuras 

implicadas en este aprendizaje, aunque faltaría resolver si el kindling fortalece el 

aprendizaje o bloquea la extinción del CAS, ya que no es claro si el kindling está 

favoreciendo el mantenimiento de lo previamente aprendido o si está evitando que 

el sujeto reaprenda que la sacarina no es la que le produce el malestar 

gastrointestinal. De los cambios plásticos provocados por el kindling en el presente 

trabajo no podemos concluir algo de manera contundente. Lo que sugerimos, es 

aumentar la muestra para cuantificar un mayor número de neuronas, otra 

posibilidad es realizar una inmunohistoquímica para GAP-43 y sinaptofisina que se 

expresan durante los fenómenos de plasticidad. 
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INTRODUCCION 

La sobrevivencia de los organismos depende de la capacidad de adaptarse 

a las diferentes condiciones ambientales, y las mismas presiones de selección han 

obligado a los animales a modificar su comportamiento como resultado de la 

experiencia. Estas modificaciones están acompañadas de una serie de procesos 

que contribuyen a la formación de redes neuronales. Esta capacidad de cambio 

permite al cerebro responder a las presiones medioambientales, aprender y 

recordar información adquirida previamente (Spears y col s., 1995). 

Dos modelos que pueden contribuir al estudio de la plasticidad neuronal y 

de las modificaciones conductuales relacionadas a ésta, son el kindling y el 

condicionamiento aversivo a los sabores (GAS). El kindling consiste en la 

aplicación de estímulos eléctricos, breves y de baja intensidad, en ciertas regiones 

cerebrales que eventualmente desencadenan crisis convulsivas generalizadas. 

Este procedimiento ha sido comúnmente usado como modelo de epilepsia debido 

a que algunas de sus características conductuales y electroencefalográficas 

semejan a este trastorno neuronal. Sin embargo, se ha propuesto al kindling como 

modelo de plasticidad ya que se han observado modificaciones neuronales a largo 

plazo durante este fenómeno: crecimiento neuronal ("sprouting neuronal"), 

potenciación a largo plazo, formación de nuevas conexiones, etc. 

El GAS es un modelo de aprendizaje y memoria ideal para estudiar la 

plasticidad porque se conocen las estructuras cerebrales que subyacen a él y 

porque es metodológicamente sencillo de establecer, debido a que con sólo una 

presentación o apareamiento de los estímulos se produce el condicionamiento. 

Así, en el GAS el animal adquiere una aversión a un estímulo novedoso (el cual 

por sí solo no genera aversión: estímulo neutro), cuando es seguido por un 

estímulo aversivo (estímulo incondicionado). 

De esta forma ambos modelos pueden dar información sobre los cambios 

neuronales asociados a la conducta. El presente trabajo tiene como finalidad 

evaluar los cambios plásticos inducidos por el kindling y sus efectos (el 

crecimiento dendrítico) sobre el condicionamiento aversivo a los sabores (GAS). 
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CAPITULO 1. ENCENDIMIENTO ELECTRICO (KINDLING) 

1.1 Características del Kindling 

Un descubrimiento por serendipitia realizado por Graham Goddard durante 

los 60's llevó a lo que conocemos como el modelo de kindling. Goddard como 

estudiante de Posgrado observó que algunas ratas que recibían estimulación 

eléctrica diaria en la amígdala durante 1 O días consecutivos o más, eventualmente 

mostraban crisis epilépticas. Aunque Goddard no fue el primero en observar este 

tipo de crisis, sí fue el primero en reconocer que este fenómeno , denominado más 

tarde kindling, representaba un tipo de epilepsia secundaria. Este trabajo pionero y 

los siguientes realizados por Racine (1972) dieron las bases para el estudio del 

kindling. 

La estimulación tipo kindling consiste en estímulos eléctricos breves y de 

baja intensidad que son aplicados en regiones restringidas del cerebro una a dos 

veces diariamente, mediante electrodos bipolares que permiten registrar la 

actividad electroencefalográfica (EEG) de dichas regiones. Inicialmente la 

estimulación provoca postdescargas (PO) focales, que consisten en espigas 

rítmicas de alta amplitud que varían en frecuencia y duración. Sin cambiar los 

parámetros iniciales, la estimulación repetida produce un aumento en la intensidad 

y duración de la PO, así como de las crisis conductuales: la duración e intensidad 

de la PO aumenta y su localización se generaliza a partir del foco original a las 

áreas con que se establecen sinapsis, asimismo se presentan alteraciones en la 

conducta motora que eventualmente culminan en convulsiones generalizadas. 

Cuando la estimulación eléctrica no llega a producir PO, el kindling no se 

desarrolla, siendo la causa de la crisis, la generalización de la PO y no la 

estimulación per se (Racine, 1972). 

La PO está acompañada de manifestaciones conductuales que se 

desarrollan durante el kindling de la rata. Racine en 1972 realizó una clasificación 

de dichas etapas conductuales que en la actualidad se sigue utilizando: 
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FASE 

o 
1 

2 

CONDUCTA 

Prekindling: aparición de postdescargas. 

Clonas facial o movimientos masticatorios, cierre del 

ojo ipsilateral, inmovilidad 

Fase 1 +cabeceo (nodding) o movimientos oscilatorios 

de la cabeza 

3 Fase 2 + clonas unilaterales de los miembros 

anteriores 

4 Fase 3 + levantamiento, la rata se yergue y se sostiene 

con los miembros posteriores. 

5 Fase 4 + caídas. Crisis generalizadas con pérdida del 

control y postura . 

En el kindling la estimulación eléctrica de baja intensidad, repetida, en 

diferentes regiones cerebrales conduce al desarrollo progresivo de 

manifestaciones electroencefalográficas epileptiformes que culminan en crisis 

generalizadas. Este fenómeno ha sido utilizado como modelo de epilepsia. La 

epileptogénesis del kindling se caracteriza por una serie de cambios 

electrofisiológicos y conductuales. Primero hay una aparición y un incremento en 

la duración de la postdescarga electroencefalográfica y ocurren cambios 

transinápticos no sólo reflejados por la aparición de crisis parciales que requieren 

de la activación de estructuras cerebrales distintas, sino por la aparición de 

espigas interictales (lo cual indica aumento de la epileptogenicidad). 

Eventualmente, varias estructuras se involucran en las crisis generalizadas y si el 

kindling pasa este punto, la epiletogenicidad en estructuras distantes aumenta , de 

forma que ocurren crisis espontáneas. Es sólo hasta este estadio que el animal 

"kindleado" podría ser considerado cómo epiléptico por los estándares clínicos. Sin 

embargo, tradicionalmente varios investigadores consideran el desarrollo de la 

fase 5 como punto final del kindling (Moshé y cols., 1991 ). En general se acepta 

que una rata está totalmente "kindleada" cuando la estimulación del foco es capaz 
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de producir una crisis motora que se caracteriza por clonus bilateral del miembro 

anterior con levantamiento y caída (fase 5, ver más adelante). Muchos protocolos 

de investigación consideran necesario inducir entre tres y cinco (incluso más) 

fases 5 para decir que el kindling está completo; aunque el criterio más bien 

depende del objetivo del estudio. 

Factores que Influyen en el Kindling 

El kindling parece ser una propiedad casi universal del sistema nervioso 

(SN) y ocurre en una gran variedad de especies, difiriendo en la complejidad del 

desarrollo de dicho fenómeno; por ejemplo se ha establecido en ranas, lagartos, 

ratón, rata, conejo, gato, monos y babuinos. El kindling se desencadena más 

rápidamente en la rata, seguida por el gato y mono. En general, el kindling se 

desarrolla más rápidamente conforme la escala filogenética desciende. Dentro del 

SN, las estructuras filogenéticamente nuevas parecen menos susceptibles de 

desarrollar el kindling que las estructuras más viejas . También existen diferencias 

sexuales, por ejemplo, las hembras muestran una mayor variabilidad día a día, 

esto correlaciona con el ciclo del estro. Aunque la duración promedio de la PD y la 

intensidad conductual de las crisis del kindling no difiere significativamente entre 

hembras y machos. Efectos circadianos también se han observado. La 

estimulación diaria a las 1 O PM durante la fase activa del ciclo resulta en una 

progresión más rápida del kindling que la estimulación hecha a las 1 O AM, durante 

la fase inactiva (revisado en Joy, 1985). 

Kindling y Plasticidad 

La utilización del kindling como modelo de plasticidad (no sólo de epilepsia) 

fue resultado de los trabajos realizados por Goddard y cols. (1969), Goddard y 

Douglas (1975). Estos estudios demostraron que para inducir el kindling en ciertas 

estructuras cerebrales se requería de un número determinado de estímulos y que 

una vez establecido el kindling, el número de estímulos para inducir nuevamente 

el kindling, en esas mismas estructuras cerebrales, era menor, a pesar de haber 

suspendido la estimulación durante 3 meses. Esto llevó a Goddard a suponer que 

las neuronas que han estado sometidas a una estimulación eléctrica de alguna 

forma han sufrido una modificación permanente, sugiriendo que el kindling puede 
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ser un modelo de plasticidad y no sólo para estudiar los fenómenos de epilepsia. 

Él vislumbró que el modelo podía servir para estudiar los mecanismos que 

subyacen al aprendizaje y memoria (Goddard y Douglas, 1975). El kindling 

establece un engrama en el cerebro, el estado "kindleado" es la manifestación de 

ese engrama (Morrel, F., 1991 ). 

Otros estudios han descrito que el kindling está asociado con cambios 

plásticos en el sistema nervioso; por ejemplo, se han observado incrementos de 

larga duración en la fuerza sináptica (se refiere a que los efectos producidos por la 

activación de una sinapsis facilita los de la activación en otra) de la región 

estimulada (Sutula y Steward, 1986), un crecimiento de las fibras musgosas, así 

como un crecimiento y reorganización sináptica en el hipocampo (Sutula y 

col., 1988 y Li y cols. 2002). 

Mecanismos Involucrados en el Kindling 

A continuación se describen brevemente algunos mecanismos asociados al 

kindling como modelo de plasticidad cerebral. 

Potenciación a Largo Plazo (PLP). 

Se ha relacionado al kindling con la potenciación a largo plazo. Esta se 

refiere al aumento de la respuesta sináptica o "fortalecimiento sináptico" tras una 

estimulación tetanizante en una región específica del cerebro. 

La relación entre la PLP y el kindling está aún bajo investigación, pero lo 

que se ha observado es que el kindling está acompañado de una potenciación 

duradera en la eficacia sináptica de forma semejante a la PLP, además de las 

similitudes en las modificaciones sinápticas (McEarchen y Shaw, 1996), esto llevó 

a suponer que la PLP puede actuar como el mecanismo celular del kindling 

(Adamec, 1999). Por ejemplo, Sutula y Steward (1986 y 1987) demostraron que la 

inducción de la PLP en la vía perforante disminuye el número de estimulaciones 

subsecuentes para establecer el kindling en ese circuito. 

Cambios Estructurales 

El kindling se asocia con un aumento duradero en la sensibilidad sináptica 

en el circuito estimulado, por lo que se ha sugerido que hay una modificación 

estructural que subyace en la sinapsis. Se ha propuesto que la mayor 
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susceptibilidad neuronal que produce el kindling resulta de las modificaciones 

estructurales, como "sprouting" (crecimiento de ramificaciones dendríticas o 

axonales) y la formación de nuevas conexiones sinápticas que aumentarían la 

excitación recurrente (Wolbye y cols., 1996; Li y cols., 2002). A su vez, se ha 

demostrado un crecimiento de las fibras musgosas del giro dentado después de 

producir kindling (Sutula y cols., 1988; Rashid y cols., 1995; Élmer y cols., 1996;). 

Por otro lado, Teskey y cols. (2001) encontraron un incremento significativo 

en la densidad de las espinas apicales, al inducir kindling en la corteza frontal 

primaria (capa 111) de la rata. Langmeier y Mares (1984) observaron que después 

de producir kindling en la corteza sensoriomotora de la rata, hubo un incremento 

en el tamaño de la terminal axónica y en las espinas dendríticas. Incluso después 

de producir kindling se ha reportado un aumento en la neurogénesis de las células 

granulosas del hipocampo (Parent y cols., 1998; Scott y cols., 1998). 

Mecanismos Celulares y Moleculares 

La proteína cinasa C (PKC) la cual parece estar involucrada en la 

plasticidad neuronal (Linden y Routtenberg, 1989), puede ser uno de los 

mecanismos moleculares que subyacen al estado de hiperexcitabilidad producido 

por el kindling; por ejemplo, algunos estudios han encontrado un aumento en la 

actividad de la PKC en ratas con kindling en la amígdala e hipocampo (Chen y 

cols., 1992; Beldhuis y cols., 1993 y Akiyama, 1998). 

Dentro de los mecanismos moleculares, se han descrito algunos 

neurotransmisores. La disminución de la noradrenalina produce una facilitación en 

el kindling. Por otro lado, se ha propuesto que el GABA inhibe las convulsiones, 

mientras la acetilcolina al parecer facilita el desarrollo del kindling y la serotonina 

aumenta el umbral para inducirlo, después de administrar inhibidores de la 

recaptura de este neurotransmisor (revisado en Joy, 1985). También se ha visto 

que el óxido nítrico junto con el glutamato participan en el desarrollo del kindling 

(El-Abhar y El-Gawad, 2003). 
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Kindling en el Aprendizaje y la Memoria 

Uno de los postulados más aceptados del aprendizaje y la memoria enuncia 

que el incremento en la fuerza de las conexiones sinápticas subyacen a la 

adquisición y almacenamiento de la información (Robinson y cols ., 1993; Bailey, 

1999).Sin embargo, los estudios realizados para evaluar los efectos de los 

cambios plásticos producidos por el kindling sobre el aprendizaje y la memoria, 

son escasos. Los resultados que se han observado dejan claro que el kindling 

puede inducir cambios conductuales, pero los efectos directos sobre el 

aprendizaje son contradictorios. 

Por un lado, Rosen y cols. (1996) observaron que las ratas con kindling en 

la amígdala mostraban una respuesta emocional o temor exagerado. Otro estudio 

(Gagan y cols., 2002)) demostró que el kindling amigdalina facilitaba el 

aprendizaje aversivo a los sabores (consumían menos del estímulo condicionado). 

Aguirre (1999) observó que las ratas con kindling en la corteza insular presentan 

una mayor aversión al estímulo condicionado (EC) en las primeras sesiones del 

GAS (Adquisición), mientras que las ratas con kindling en la Amígdala lo hicieron 

en las siguientes sesiones, retrasando el periodo de extinción del 

condicionamiento (consolidación y retención del aprendizaje). 

Por otra parte, Mikulka y Freeman (1984 ), encontraron que el kindling 

amigdalina interrumpía el condicionamiento aversivo a los sabores. También se 

han visto en los estados preconvulsivos del kindling, alteraciones en la memoria 

espacial (Feasey y cols. , 1993), otros estudios han descrito alteraciones en la 

memoria de referencia y espacial en ratas con kindling amigdalina (Anisman y 

Mclntyre, 2002). 

Los estudios apuntan a la presencia de eventos plásticos en el sistema 

nervioso y cambios conductuales, después de inducir el kindling. 
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1.2 CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES (CAS) 

En los animales, la búsqueda y obtención del alimento es de las conductas 

más importantes para adquirir energía. La sobrevivencia de los seres vivos 

depende de la selección de nutrientes y evitación de sustancias tóxicas. La 

habilidad para reconocer a través de los olores y sabores ha influído en la 

evolución de los seres vivos (Bermúdez-Rattoni y col s., 1989). En este sentido la 

evolución ha seleccionado a los individuos capaces de desarrollar la habilidad de 

modificar su comportamiento como resultado de su experiencia, es decir del 

aprendizaje. La asociación lograda entre los estímulos relacionados con los 

alimentos (mediados por aferencias gustativas, olfativas, visuales y 

somatosensoriales) y la retroalimentación visceral que sigue de su ingestión 

determina en gran parte la conducta consumatoria futura de los animales y 

constituye un proceso notable de aprendizaje. 

Características del CAS 

En 1955, John García y colaboradores demuestran que se puede producir 

un condicionamiento aversivo hacia la sacarina cuando este sabor es seguido por 

una exposición de rayos gamma. En donde sugieren que la sacarina puede ser un 

adecuado estímulo condicionado (EC), mientras que los rayos gamma estarían 

operando como estímulo incondicionado (El). Esta es la primera vez en la que se 

describe el CAS. 

El CAS es un paradigma que consiste en la presentación de un sabor 

novedoso seguido por un malestar gástrico que produce en el animal una aversión 

subsecuente del sabor. Este condicionamiento se establece con un sólo ensayo 

de asociación sabor-irritación gástrica y el intervalo entre la presentación del EC­

EI puede ser hasta de 1-6 horas (García y cols., 1985; Ryley y Tuck, 1985) 

estableciéndose fuertes asociaciones. En condiciones de laboratorio basta asociar 

un sabor novedoso (EC) con cualquier sustancia que produzca irritación gástrica 

(El). Generalmente se utilizan como EC soluciones de sacarosa o sacarina y como 

El cloruro de litio (LiCI), inyectado intraperitonealmente, que produce síntomas de 

envenenamiento (peristalsis, flacidez, diarrea entre otros). La consecuencia de 
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esta asociación se manifiesta durante la segunda presentación del EC; si el 

consumo del EC disminuye, el CAS se ha adquirido. Así, el paradigma del CAS es 

un modelo experimental de aprendizaje muy efectivo constituido por las siguientes 

fases. 

a) Adquisición o Aprendizaje: el organismo es expuesto a los 

estímulos que se asocian o que son contingentes. 

b) Consolidación: se activan mecanismos que permiten una cierta 

permanencia de la experiencia concreta recién percibida. 

c) Retención: proceso activo o pasivo, por medio del cual el 

organismo es capaz de expresar en el tiempo los efectos del 

aprendizaje durante varias ocasiones. 

d) Evocación (Retrievel): es la expresión de conductas determinadas 

por la experiencia previa. 

e) Extinción: cuando el EC, es presentado repetidamente sin la 

exposición contingente de El , la conducta aversiva al EC 

desaparecerá gradualmente. 

Neuroanatomía y Fisiología del CAS 

Los estudios realizados en mamíferos indican que los sistemas gustativos y 

visceral convergen en diversas áreas del sistema nervioso central: los estímulos 

gustativos activan los receptores linguales que se encuentran conectados a los 

pares craneales facial (VII), glosofaríngeo (IX) y vago (X), estos se conectan a su 

vez, con el núcleo del tracto solitario anterior (NTS). El NTS caudal recibe 

aferencias viscerales de las ramas hepáticas del nervio vago (sensibles a la 

irritación gástrica), aferencias del área postrema (sensibles a toxinas en la 

circulación periférica) y del sistema vestibular (sensible a náusea inducida por el 

movimiento). Las divisiones viscerales y gustativas del NTS, envían eferencias a 

regiones separadas del NPB anterior, mientras que la zona intersticial en la parte 

dorsomedial posterior del NPB recibe tanto la información vagal como gustativa 

del NTS. El NPB recibe proyecciones del área postrema (AP), la cual es activada 

por estímulos eméticos, incluyendo LiCI. A partir del NPB las fibras siguen 2 vías 

principales: el primer grupo proyecta principalmente a la amígdala central, al 
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complejo amigdalina basolateral (proyecta en menor proporción), el hipotálamo 

lateral y la sustancia innominada. El segundo proyecta a neuronas del núcleo 

ventral posteromedial del tálamo. Las fibras de los núcleos talámicos que se 

extienden desde el núcleo ventral posteromedial, el relevo trigémino 

somatosensorial y entre el núcleo parafascicular y el lemnisco medial proyectan al 

núcleo amigdalina central y a la corteza insular (CI) (revisión en Bermudes-Rattoni 

y cols., 1995 y Paxinos, 1995). De lo anterior, el NPB parece el principal candidato 

para que se lleven a cabo los procesos de integración inicial de las señales 

gustativas y viscerales, la amígdala y corteza insular serían los otros candidatos 

que como veremos más adelante, son los sitios implicados en la adquisición y 

retención del CAS (Sakai, 1999). Ver figura 1.1. A continuación se describirá con 

más detalle el control que ejerce la amígala y corteza insular sobre el CAS 

Amígdala (AMG) 

El término amígdala se origina del griego que significa almendra; ésta es 

una masa ovoide de materia gris que se encuentra en la porción medial del lóbulo 

temporal de los primates, colindando con la parte terminal rostral del hipocampo y 

el límite anterior del cuerno temporal del ventrículo lateral. En la rata, esta masa 

apenas tiene la fo(ma de una almendra, pero los principales núcleos son 

fácilmente identificados con aquellos encontrados en los primates. La amígdala es 

un complejo multinuclear, dividido por el grupo nuclear basolateral, el grupo 

nuclear corticomedial y el grupo nuclear central. La amígdala recibe información 

de la corteza orbitofrontal, la corteza piriforme, el hipotálamo, el tálamo, de todas 

las modalidades sensoriales y varias regiones del sistema límbico (revisión en 

Pitkanen, 2000). 

En los últimos 1 O años ha habido un gran interés en el estudio de esta 

estructura, debido su papel en la determinación del significado emocional de las 

señales sensoriales y en la memoria de eventos emocionales. Estas funciones son 

esenciales para la sobrevivencia de los mamíferos. Al respecto, uno de los 

aspectos mejor estud iados del aprendizaje aversivo a los sabores (CAS), es que 
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se han encontrado evidencias de que la amígdala está involucrada en este tipo de 

aprendizaje. 

Se ha reportado que lesiones en la amígdala no permiten el establecimiento 

de aversiones condicionadas al sabor, inducidas por algunos agentes que 

representan El, tales como la anfetamina o cloruro de litio (LiCI) (Grupp y col., 

1976) y los rayos X (Elkins, 1980). En otros estudios se ha estimulado 

eléctricamente el complejo amigdalino durante la adquisición y la extinción del 

condicionamiento toxicofóbico, observándose que la estimulación antes de la 

aplicación del EC, resultó en una aversión al sabor más fuerte en las ratas 

estimuladas con respecto a las no estimuladas, (Philiphs y Le Piane. , 1980). 

El CAS disminuye, cuando las ratas son inyectadas con tetrodotoxina (TTX) 

en la amígdala basolateral y central, 30 minutos ó 1.5 horas (pero no 6 hrs) 

después de la aplicación del agente que induce el malestar. En el mismo estudio, 

las microinyecciones antes de la presentación del sabor, no afectan el aprendizaje, 

en cambio las microinyecciones de TTX dentro de la AMG y corteza gustativa 

antes de la evocación disminuyen la expresión del CAS y la inyección de TTX 

tanto a la AMG como a la corteza gustativa o corteza insular (CI) dañan 

totalmente la expresión del CAS. Estos resultados sugieren que la AMG está 

implicada en la evocación del CAS y que las conexiones de la AMG con la CI son 

importantes para la evocación (Gallo y cols ., 1992; Roldán y Bu res, 1994 ). 

La proteína cinasa C (PKC), parece estar involucrada en los procesos de 

aprendizaje y memoria . Se ha observado que ratas inyectadas con inhibidores de 

la PKC durante el intervalo EC-EI, en la amígdala y en la corteza insular, más no 

en el área talámica, no adquieren el condicionamiento aversivo al sabor. En este 

mismo estudio se encontró que las inyecciones de los inhibidores de la PKC en la 

amígdala 30 minutos después del apareamiento del EC-EI, producían deficiencias 

en la formación del CAS, sin embargo estas no se observaron en la corteza 

gustativa. Los autores propusieron que es en la amígdala donde ocurre el 

aprendizaje de asociación entre el El y el EC para dar origen a una memoria a 

largo plazo (retención y recuperación) del condicionamiento aversivo a los sabores 

(Yasoshima y Yamamoto, 1997 y Sakai, 1999). 
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A partir de estos datos se puede concluir que la amígdala está involucrada 

en el proceso asociativo de procesos viscerales y tareas de aprendizaje que se 

establecen en el condicionamiento aversivo. 

Corteza Insular (CI) 

La corteza insular de la rata ocupa la esquina dorsal del surco rinal y se 

extiende dorsalmente hacia los límites de las áreas somatosensoriales primarias y 

secundarias. La CI, también es llamada corteza visceral, porque recibe 

información tanto del gusto como visceral. La CI recibe conexiones aferentes del 

núcleo ventral posteromedial del tálamo y está recíprocamente interconectada 

con la amígdala. Se ha sugerido que la corteza insular es un sitio de convergencia 

de entradas límbicas y sensoriales que no ocurren dentro de otra área sensorial de 

la corteza. Las conexiones a la corteza insular que pueden ser importantes para 

los procesos mnémicos son aquellas del sistema límbico, la amígdala, el núcleo 

dorsomedial del tálamo y la corteza prefrontal (Krushel y Vander Kooy, 1998). 

Varios experimentos han sugerido que las lesiones de la corteza insular 

realizadas ya sea antes o después de la adquisición, causan pérdidas severas en 

el aprendizaje del CAS, atenuando tanto la adquisición como la retención 

(Yamamoto y cols., 1994 ). Los animales lesionados en la corteza insular son 

incapaces de realizar una asociación hedónica del sabor que ha sido seguida por 

malestar, pero mantienen su capacidad para evitar sabores naturales 

desagradables (Kiefer y Orr, 1992). Se ha demostrado (Rosenblau y cols., 1993) 

que tanto los estímulos gustativos como los viscerales producen pequeños 

aumentos en la síntesis de proteínas en las células de la corteza insular. Esta 

síntesis aumenta considerablemente cuando se presenta el estímulo gustativo 

previamente apareado con la irritación gástrica. 

Estos resultados atribuyen a la corteza insular un papel de tipo asociativo e 

integrativo de los estímulos involucrados en el condicionamiento aversivo a los 

sabores. 

Yamamoto y cols. (1995a), propusieron que la corteza insular, además de 

estar involucrada en la adquisición y consolidación del CAS, era el sitio en donde 
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se almacenaba a largo plazo la asociación entre el El y el EC. Otros experimentos 

(Yasoshima y Yamamoto, 1997), indican que la corteza insular está principalmente 

implicada en la adquisición y consolidación del aprendizaje de tareas motivadas 

aversivamente. La amígdala y la corteza insular juegan un papel muy importante 

en el aprendizaje y memoria. 

Por otro lado, otros estudios han encontrado que la corteza insular esta 

implicada en la memoria a largo plazo (retención). Ratas previamente entrenadas 

en el CAS y en una tarea de evitación inhibitoria (para permitir la consolidación, 

fueron lesionadas cuatro y dos días después de el entrenamiento; se encontró una 

semana después de la lesión que los sujetos no recordaban ambas tareas. 

Indicando con ello, que la CI insular está implicada en la memoria a largo plazo 

(Ormsby y cols., 1991 ). Berman y Dudai (2001 ), han descrito que la CI participa 

tanto, en la adquisición y consolidación del CAS. Ellos observaron que al bloquear 

los receptores B-adrenérgicos y muscarínicos en la síntesis de proteínas y 

proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) en la CI, se veía afectada 

tanto la adquisición como la consolidación. 

VPM CI 

' 

Figura. 1.1. Vías de proyección implicadas en el aprendizaje aversivo. AMG, Amígdala; CI, 
Corteza insular; SOL, Núcleo del tracto solitario y PB, Núcleo parabraqueal; VPM, Núcleo 
talámico ventromedial posterior. Modificado por López-Velázquez, 2004. Tomado de García 
y cols., 1985. 
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CAPITULO 2 

2.1 PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA 

El kindling se ha estudiado como modelo de epilepsia (Hanesson y 

Corcaran, 2000). Sin embargo, es evidente que también es un modelo de 

plasticidad ya que produce modificaciones en los circuitos neuronales: sprouting, 

nuevas conexiones sinápticas y potenciación a largo plazo (Morrel, 1991; 

Geinisman y cols., 1991 ). 

Los trabajos sobre el efecto del kindling en el aprendizaje se han enfocado 

en los efectos amnésicos inducidos por la estimulación (Hanesson y Corcaran, 

2000). Sin embargo, pocos son los estudios, que han utilizado al kindling como un 

modelo que contribuye en el aprendizaje y la memoria . Algunos trabajos han 

mostrado los efectos del kindling como estímulo incondicionado sobre una tarea 

de aprendizaje aversivo a los sabores (Gagan y cols., 2002). En donde la 

inducción del kindling en la AMG, después de la presentación de una solución con 

sabor (estímulo condicionado, EC) provoca una disminución en el consumo de la 

misma. Este estudio parece contradecir, aquellos experimentos en los cuales se 

utiliza al kindling como agente amnésico para estudiar las alteraciones en la 

memoria observadas durante la epilepsia. 

Por otro lado, Aguirre (1999), observó que ratas en las que el kindling se 

había establecido en la corteza insular y amígdala, mostraban efectos facilitatorios 

en el CAS. Se demostró que mientras el kindling en la amígdala facilitaba la 

consolidación y retención, en la CI facilitaba la adquisición del aprendizaje en el 

condicionamiento aversivo a los sabores. Si el kindling facilita el aprendizaje 

podemos sugerir que hubo una modificación en la estructura neuronal. 

Por lo tanto, en el presente trabajo se evaluará si los cambios en el CAS 

inducidos por el kindling coexisten con algunos procesos plásticos, tales como el 

crecimiento dendrítico o axonal en la CI y AMG. También se evaluará en el APM 

como un control, ya que es una estructura que no esta relacionada con el CAS, 

sino que participa principalmente en la conducta sexual (Paredes y Baum, 1997). 
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OBJETIVO 

Se evaluará el crecimiento neuronal o "sprouting" neuronal (dendrítico y/o 

axonal) producido por el kindling en la AMG y CI, y si estos cambios afectan el 

condicionamiento aversivo a los sabores (CAS). 

HIPOTESIS 

H1: Las ratas con kindling en la AMG y CI presentan efectos facilitatorios en 

el condicionamiento aversivo a los sabores, en cambio las ratas con kindling en el 

área preóptica media, no presentan ningún efecto en el aprendizaje aversivo a lo 

sabores. 

H2: El efecto facilitatorio en ratas con kindling en la corteza insular y 

amígdala, esta asociado con "sprouting" neuronal o crecimiento de las ramas 

dendríticas o axonales, en cambio las ratas sham no presentan ningún efecto en el 

crecimiento de las ramas dendríticas o axonales ("sprouting neuronal"). 

CAPITULO 3. METODO 

SUJETOS 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso entre 250 y 300 

gramos, mantenidos en un ciclo luz-oscuridad invertido (12:12hrs) con comida y 

agua ad libitum (excepto durante el CAS). 

MATERIAL Y EQUIPO. 

• Un estimulador Grass (S48). 

• Una unidad de aislamiento Grass (A-26). 

• Polígrafo Grass (P-28). 

• Electrodos bipolares de acero inoxidable. 

• Caja de acrílico con un orificio en la parte superior, a través del 

cual se conectó a la rata con el estimulador y el polígrafo. 
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DISEÑO 

Se integraron los siguientes grupos: 

Ratas Intactas (grupos no implantados que fueron sometidos al CAS): 

1. Control : Inyectado con NaCI después de la adquisición:. 

2. CAS: Inyectado con UCI después de la adquisición : 

Ratas Implantadas 

1.En la amígdala, la corteza insular y área preóptica medial pero sin 

Kindling o estimulación eléctrica: Sham 

2. En corteza insular y con Kindling: Cl-K 

3. En la amígdala y con Kindling: AMG-K 

4. En el área preóptica media y con Kindling: APM-K 

PROCEDIMIENTO: 

Implantación: 

Las ratas fueron anestesiadas con Ketamina (95mg/Kg) y Xilazine 

( 12mg/Kg), y colocadas en el estereotáxico para la implantación del electrodo. La 

implantación se realizó en una de las siguientes estructuras: la amígdala (AMG), 

la corteza insular (CI) y el área preóptica media (APM). Para la implantación de 

los electrodos en estos sitios se tomaron las siguientes coordenadas de acuerdo a 

Paxinos y Watson (1987): amígdala, 4.25 mm lateral a la línea media, 2.5 mm 

posterior a bregma y 8 mm de profundidad a partir de la duramadre; corteza 

insular 5.5 mm lateral a la línea media, 1.2 mm anterior a bregma y 5.5 mm de 

profundidad a partir de la duramadre y área preóptica medial 0.5 mm lateral a la 

línea media, 0.5mm posterior a bregma y 8 mm de profundidad a partir de la 

duramadre. 

Una vez que se llevó a cabo la implantación, se fijó el electrodo utilizando 4 

tornillos colocados en el cráneo (uno funciona como tierra), los cuales fueron 

cubiertos con acrílico dental. 

19 



Kindling. 

Una semana después de la implantación, las ratas fueron estimuladas 

eléctricamente a través del electrodo para detectar el umbral de la postdescarga 

(PO) de cada sujeto. Los animales se estimularon con pulsos bifásicos, 

rectangulares de 1 ms de duración, a 60 Hz y con una duración del tren de pulsos 

de 1 seg. Los estímulos iniciales fueron de 1 OOµA y la intensidad se aumentó en 

50µA hasta la aparición de la PO (espigas rítmicas de alta amplitud que varían en 

frecuencia y duración). Los estímulos sucesivos fueron aplicados con los 

parámetros de voltaje o amperaje que se establecieron en la primera 

postdesacarga . 

Durante el desarrollo del kindling se registraron las manifestaciones 

conductuales de los animales posteriores al estímulo y se clasificaron de acuerdo 

a las 5 fases descritas por Racine (1972): fase 1 = clonas facial; fase 2 = fase 1 

mas cabeceo (nodding); fase 3= fase 2 más clonas de miembros anteriores, fase 

4= fase 3 más levantamiento de los miembros anteriores y fase 5= fase 4 más 

caídas, con pérdida del control y la postura. Cuando los sujetos presentaban tres 

fases 5 consecutivas, se procedió a la realización del CAS. 

CAS 

Todas las ratas fueron privadas de agua durante 24 horas y entrenadas a 

tomar agua en dos sesiones de 10 minutos (mañana y tarde) durante 6 días con el 

fin de obtener la línea base de consumo. El volumen de consumo fue medido y 

registrado diariamente con 0.5 mi de precisión. En el séptimo día, en la sesión 

matutina el agua fue sustituida por una solución de sacarina al 0.1 %, 30 minutos 

después los animales fueron inyectados intraperitonealmente con una solución de 

cloruro de litio (7.5ml/kg i.p., 0.2M). Durante los días octavo, noveno y décimo se 

registró nuevamente la línea base de consumo de agua. En el día onceavo y hasta 

el vigésimocuarto día, sólo en la sesión matutina el agua se sustituyó por la 

solución con sacarina (en la sesión vespertina se les daba el agua) con el fin de 

evaluar la retención y el proceso de extinción del CAS, el registro de consumo de 

sacarina y agua se realizó diariamente (mañana y tarde, respectivamente). 
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Histología 

Las ratas se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital y perfundidas 

vía intracardíaca con solución salina al 1.2% y paraformaldehído al 4% (pH 7.3). 

Los cerebros se extrajeron y almacenaron en la misma solución fijadora. 

Los bloques de cerebro incluyeron una extensión de la amígdala hasta la 

corteza insular (aproximadamente 5 mm posterior a bregma y 4 mm anterior a 

bregma). Estos, fueron inmersos en una solución Golgi-Cox y colocados en un 

lugar obscuro por 6 semanas. Transcurrido este periodo, los bloques de tejido se 

lavaron rápidamente con agua destilada, se deshidrataron e incluyeron en 

nitrocelulosa y se polimerizaron por exposición de vapores de cloroformo. 

Posteriormente, se realizaron cortes de 140µm y se colocaron en alcohol al 70%, 

se revelaron con solución "T-Max" (Kodak). Finalmente se montaron en 

portaobjetos y se cubrieron con resina sintética. 

Morfometría. 

Se localizaron las dendritas de las neuronas de la CI de ambos hemisferios 

en el sitio de implantación y contralateral y se dibujaron a un aumento de 40 X 

usando una cámara lúcida. 

Los árboles dendríticos se examinaron y fue medido: el número total de los 

segmentos de las ramas y la longitud total de cada rama. 

El análisis del orden de las ramas se realizó a partir de donde emergen del 

cuerpo celular (basilar) o de la dendrita apical primaria (apical). De la primera 

bifurcación se consideraron de primer orden o primarias, después de la primera 

bifurcación, las ramas fueron de segundo orden o secundarias y así 

sucesivamente. La cuantificación de cada rama, usando este método permitió 

conocer el número de ramas dendríticas y su longitud. (ver dibujo siguiente). 
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3.1 Neurona de la Corteza Insular. Se ejemplifica el orden de las dendritas. l. Dendritas primarias. 2.Dendritas secundarias 
o segundo orden, 3. Dendritas terciarias o tercer orden. 

Análisis 

Todos los datos conductuales fueron analizados usando ANOVA. 

Las arborizaciones dendríticas se examinaron promediando todas las 

células por animal y se usó un ANOVA para determinar las diferencias entre los 

grupos. Para el significado estadístico de los datos morfológicos y conductuales se 

utilizarán comparaciones Post-Hoc Newnan-Keuls. 
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CAPITULO 4. RESULTADOS 

HISTOLOGÍA 

Se utilizaron 67 sujetos, 20 de los cuales fueron ratas intactas (no 

implantadas y sin kindling) usados para el CAS. De estas 20 ratas, 1 O fueron 

inyectadas con NaCI (control) y 1 O ratas con LiCI durante el condicionamiento 

aversivo. 

Las 4 7 ratas restantes se distribuyeron aleatoriamente para ser 

implantadas en los siguientes grupos: a) 1 O ratas Sham (3 ratas implantada en la 

amígdala, 3 en corteza insular, 4 en área preóptica). b) 11 ratas implantadas en 

la amígdala, c) 13 en la corteza insular, d) 13 en el área preóptica. 

Todos los cerebros de cada grupo (incluyendo el de las ratas intactas) 

fueron impregnados con la técnica Golgi-Cox (para visualizar tanto el soma como 

las prolongaciones dendríticas de las neuronas). Una vez impregnados, cortados y 

montados, se realizó la histología de los grupos implantados para localizar el sitio 

del electrodo, quedando los siguientes grupos: 

a) 1 O ratas Sham (3 ratas implantada en la amígdala, 3 en corteza insular, 4 en 

área preóptica). b) 5 ratas implantadas en la amígdala, c) 8 en la corteza insular, 

d) 9 en el área preóptica. Ver figuras 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4. En el análisis histológico 

también se encontró que en 15 ratas el electrodo quedó implantado fuera de la 

zona deseada de estimulación, formándose otro grupo al cual se le denominó Otro 

Sitio (OS). A todos los grupos se les indujo kindling, excepto al grupo Sham e 

intactas. 

Cuando se realizó el análisis estadístico durante el CAS en el grupo de ratas 

Sham e Intactas se observó que entre estos grupos no hubo diferencias 

significativas (F(1.23¡= 1.36, p= 0.125), por lo que ambos se agruparon en uno solo, 

quedando como el grupo Control. 
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Figura 4.1. Cortes de tejido impregnados mediante la técnica Golgi-Cox en A) amígdala central, 
B) corteza insular y C) área preóptica media. La flecha indica el sitio del electrodo. Se usó un 
aumento de 4X. 
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Figura 4.3. Representación esquemática de Ja localización de Jos electrodos en Jos sujetos implantados en la amígdala central. 
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CAS 

Los dos grupos intactos fueron sometidos a la prueba de condicionamiento 

aversivo a los sabores, a uno se le inyectó cloruro de sodio (control) y al otro se le 

inyectó cloruro de litio (experimental). Usando un ANDEVA, hubo diferencias 

significativas entre el grupo control y experimental, en el consumo de la sacarina 

durante el CAS (F(1 ,23)= 34 .04836, p<0.0001 ), se encontró que las ratas tratadas 

con cloruro de litio consumieron menos sacarina que el grupo control del día 11 al 

día 21 (p<0.01 ), así como el día 23 (p<0.05)(ver figura 4.5). Este patrón de 

aprendizaje aversivo concuerda con lo descrito por García y cols. (1955, 1985). 
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Figura 4.5. Curva del proceso de adquisición y extinción del aprendizaje aversivo a los sabores. En el día siete se 
parea el Estímulo Neutro (Sacarina) y Estímulo Incondicionado, los días 8, 9 y 1 O son línea base. A partir del día 11 
se registra el consumo de sacarina. *Diferente del grupo control p<0.05, ** p<0.01. Los datos se expresan como media 
± Error estándar 
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KINDLING 

Utilizando un ANDEVA, no se encontraron diferencias significativas (F{3,16¡= 

0.447, P=0.723) en el número de estímulos para producir la postdescarga (PD) en 

cada una de las estructuras estimuladas: AMG, CI, APM y OS (Corteza Parietal, 

hipocampo, estría terminal). Tampoco se encontraron diferencias significativas 

(F{3,16¡= 0.618, p=0.613) en el número de estímulos para inducir la fase 5 entre 

cada una de las estructuras estimuladas. En la tabla 4.1 se muestran el número de 

estímulos para inducir la postdescarga y la fase 5. En la figura 4.6 se muestra el 

número de postdescargas que aparecieron durante todo el desarrollo del kindling. 

Tabla 4.1. 

Se muestran el número de estímulos para inducir la postdescarga y la fase 5. Los 

datos se expresan como media ± Error estándar. 

Sitio estimulado Número de Estímulos para Número de Estímulos para 

inducir la Postdescarga (PD) inducir la Fase 5. 

Amígdala (n=5) 9 ±4.38 15.33 ±1.86 

Corteza Insular 4.67 ±1.8 23 ±9.77 

(n=8) 

Area Preóptica 4.86±0.88 29.43±6.84 

Media (n=9) 

Otro Sitio (n=15) 5±1.08 17.25±4.82 

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en el número de estímulos para inducir la PD 

y la Fase 5. 

Usando un ANDEVA, no se encontraron diferencias significativas (F{3,22¡= 

2.581, p=0.079) en el número de postdescargas presentadas entre cada una de 

las estructuras estimuladas (Fig. 4.6). 

La duración de la postdescarga fue diferente (ANDEVA; F(3,23¡= 9.63, 

p<0.0003) para cada una de las estructuras estimuladas (Fig. 4.7). Se puede 

observar que la duración de la PD en la CI fue menor mientras que la duración de 

la PD es mayor cuando se estimula la AMG y el APM (Fig. 4.7). También se puede 
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notar un incremento en la duración de la primera PO a la última PO que presentó 

cada estructura, F(a.24¡= 10.023, p< 0001. 

Número de Postdescargas para Inducir Tres Fases 5 
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20 
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Figura 4.6. Número de postdescargas para inducir la fase 5 en los diferentes grupos. Amígdala; Corteza insular; Área 

Preóptica Media, Otro Sitio. No se encontraron diferencias significativas, p>0.05 .. Los datos se expresan como media 

± Error estándar 

30 



e 
a.. 
~ 
Q) 

"C 
e: 
'º ·e::; 
~ 
::::s 
e 

110 

100 

90 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

o 

DURACION DE LA POSTDESCARGA (PD) 

& 

2 3 4 5 6 7 8 

Número de la PD 

&& 
** 

9 

-•-AMG 
- e- CI 

.. -- APM 
- T- OS 

10 

(5) 
(8) 
(9) 

(15) 
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KINDLING Y CAS 

Usando un ANDEVA, se encontró un efecto del kindling sobre el CAS en los 

grupos AMG, CI y APM mostrando un consumo menor de sacarina, que las ratas 

con kindling en OS y control (ctrl), (F= (4,23¡= 2.042, p<0.0001 ). Observándose que 

las ratas con kindling en la CI consumían menos sacarina que las ratas control 

(p<0.05), sobre todo el consumo de sacarina fue menor a partir del día 17 hasta el 

día 24 (excepto el día 18). También las ratas con kindling en la CI consumieron 

menos sacarina del día 15 al día 24 que las ratas del grupo OS (p<0.05). En las 

ratas con kindling en la AMG el consumo de sacarina fue menor (p<0 .05) del día 

19 al día 24 (excepto el día 20) que las ratas control. Las ratas con kindling en la 

AMG presentaron una aversión significativamente mayor (p<0.05), consumiendo 

menos sacarina a partir del día 15 al 24 con respecto al grupo OS. El consumo 

de sacarina de las ratas con kindling en el APM no fue diferente al grupo de ratas 

control ( p>0.05). Es decir, la aversión fue similar en ambos grupos. Las ratas con 

kindling en el APM, consumieron menos sacarina (del día 15 al 24, excepto el día 

24 ), que las del grupo OS (p<0.05). Un dato interesante fue que las ratas del 

grupo OS consumieron significativamente más sacarina (p<0.05) del día 15 al 19 

que las ratas del grupo control. Ver Figura 4.8. 
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Figura 4.8. Adquisición y extinción del aprendizaje aversivo a los sabores de las ratas implantadas. En el día siete se 

pareó el Estímulo Neutro (Sacarina) y el Estímulo Incondicionado (LiCl). Los días 8, 9 y 10 son la línea base, a partir del 

11 se registra el consumo de sacarina. Se muestran los grupos: implantados; AMG, amígdala; CI, corteza insular; APM, 

área preóptica media, OS, otro sitio (ratas en donde el electrodo quedó implantado en otro sitio diferente de AMG; CI o 

APM) y Ctrl, control. Diferente de OS: * p<0.05, ** p<0.01. Diferente de las Control: 0 p<0.05, ººp<0.01. Los datos se 

expresan como media ± Error estándar 
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KINDLING Y CRECIMIENTO DENDRÍTICO 

De los cortes de tejido impregnados con la técn ica Golgi-Cox, se dibujaron 

las neuronas mejor impregnadas y más ramificadas. Las neuronas que se 

seleccionaron para la cuantificación, fueron las células estrellladas (ver fig 4.9). 

En cada uno de los grupos AMG, CI, APM, Control, sólo se cuantificó en la 

corteza insular el número de ramas dendríticas de acuerdo a su orden (1 er, 2º 

orden, etc). Únicamente, se pudieron cuantificar entre 6 y 8 neuronas por cada 

grupo experimental, debido a que no hubo una buena impregnación. 

Utilizando un ANOVA, no se encontraron diferencias significativas (entre 

cada uno de los grupos: AMG, CI, APM, Control), en el número de ramas 

dendríticas de primer (F(3,33)= 0.88, p=0.46), segundo (F(3,32)= 1.39, p=0.27), tercer 

(F(3,33)= 1.45, p=0.25) y cuarto orden (F(3,27)=0.54, p= 0.66). El número de ramas 

fue similar en todos los grupos (fig . 4.11 ). Tampoco se encontraron diferencias 

significativas en el número total de ramas dendríticas entre cada grupo 

(F(3,1 37)=0.69, p= 0.56) (fig. 4.12). Con respecto a la longitud total del árbol 

dendrítico, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos 

(F(3,33)=1.19, p= 0.33) (fig.4.13). 
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Figura 4.9 . Dibujo en cámara lúcida de neuronas estrelladas de la corteza insular. A) Neurona del grupo con 
kindling en la AMG. B) Neurona del grupo con kindling en la CI. C) Neurona del grupo con kindling en el APM. 
D) Neurona del grupo Control. 
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Figura 4.11 . Se muestra el número de ramas dendríticas de primer, segundo, tercer y cuarto orden de las 

neuronas de la CI para cada uno de los grupos. En ninguna de las ramas se encontraron diferencias entre 

los grupos, p>0.05. Control (n=16), APM (n=6), AMG (n=8) y CI (n=7) . La "n" se refiere al número de 

neuronas. Los datos se expresan como media ± Error estándar. 
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Figura 13. Se muestra la longitud total del árbol dendrítico de las neuronas de la CI para cada uno de los 
grupos. La longitud dendrítica no vario significativamente entre los grupos, p>0.05. Control (n=16), APM (n=6) , 
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CAPITULO 5. DISCUSIÓN 

CAS en Ratas Intactas 

El patrón de la curva de aprendizaje-extinción en las ratas intactas que 

fueron sometidas al CAS coincide con lo descrito por varios grupos (García y cols ., 

1955, 1985; Escobar y Bermúdez -Rattoni 2000; Yamamoto y Fujimoto 1991 ). 

Kindling 

En el presente estudio las características electrográficas para cada una de 

las estructuras estimuladas fueron muy semejantes a las descritas en otros 

estudios. Por ejemplo, se ha reportado que para la AMG se requieren entre 15 y 

18 estímulos para producir la fase 5, la duración máxima de la PD varía entre 70 y 

90 segundos y el número total de postdescargas para llegar a la fase 5 está entre 

10 y 15 (Goddard y cols., 1969; Joy, 1985; Paredes y cols., 1992; Michael y cols., 

1998; Auvergne y cols., 2002). Para el APM, se ha reportado (Goddard y cols., 

1969; Paredes y cols., 1992 y Portillo y cols., 2003) que se necesitan entre 24 y 32 

estímulos para inducir la fase 5, la duración está alrededor de los 75 segundos, 

aunque en nuestro estudio observamos una duración máxima de la PD de 

aproximadamente 55 segundos. El número total de postdescargas para llegar a la 

fase 5 se ha descrito alrededor de 20, el cual en promedio concuerda con nuestros 

datos. 

Los estudios sobre el kindling en la CI y en consecuencia la descripción de 

las características electrográficas son escasas. En general de los estudios 

realizados (Mohapel y cols. , 2001, Kodama y cols., 2001) se observa que se 

requieren entre 9 y 12 estímulos para inducir la fase 5, una duración máxima de la 

PD de 16 segundos, mientras que el número total de postdescargas fue de 15. En 

el presente estudio nosotros requerimos de alrededor de 23 estímulos para 

producir la fase 5 y el número de postdescargas fue de 9. Con respecto a la 

duración de la PD encontramos que fue de 20 segundos, esto más o menos 

concuerda con lo descrito por Mohapel y cols ., (2001) quienes reportan una 

duración aproximada de 16 segundos. La CI es una estructura que fácilmente 
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puede ser "kindleada", sugiriendo tal vez alguna facilitación polisináptica, sin 

embargo se pudo observar que la duración de la PO en la CI es menor al de la 

AMG y APM. No hay estudios que indiquen porque la CI exhibe una menor 

duración de la PO. Puede proponerse que la CI recibe una entrada inhibitoria de 

neuronas gabaérgicas o una menor entrada de terminales nerviosas que liberen 

glutamato (Glu). Otra posibilidad es que haya un aumento o disminución en el 

número de receptores de Glu involucrados en las neuronas "kindleadas". Esta idea 

proviene de los estudios en donde se ha demostrado que el Glu y GABA están 

participando en el desarrollo del kindling (revisión en Shoji y cols., 1998). 

Kindling y CAS 

En general, se ha abordado al kindling como un modelo de epilepsia, por lo 

que la mayoría de los estudios se han orientado a estudiar las disfunciones o 

alteraciones del aprendizaje que produce el kindling (para una revisión ver 

Hannesson y Corcaran, 2000). Sin embargo, el propio Goddard (1969, 1975) 

describe que aunque el kindling puede ser usado para estudiar la epilepsia, este 

es un modelo adecuado para estudiar el "engrama" de la memoria a largo plazo o 

de la plasticidad. Es decir, el kindling establece un engrama en el cerebro, el 

estado "kindleado" es la manifestación de ese engrama (Morrel, 1991 ). 

Se han descrito como posibles sustratos del desarrollo del kindling la 

potenciación a largo plazo, la neurogénesis (Scott y cols., 1998, 2000), aumento 

de la densidad de las espinas dendríticas (Teskey y cols., 2001 ), "sprouting" de las 

fibras musgosas del hipocampo y sinaptogénesis (Elmer y cols., 1996; Li y cols. , 

2002). Por lo tanto, es plausible pensar que si el kindling genera esta serie de 

cambios plásticos, en lugar de deteriorar la conducta o el aprendizaje y la 

memoria, puede favorecerla. Los trabajos sobre los efectos plásticos del kindling 

en la conducta son muy escasos. Aunque existe alguna evidencia al respecto . 

Portillo y cols. (2003) encontraron que cuando se les inducía el kindling a ratas 

macho no copuladoras estas empiezan a desarrollar conducta sexual, sugiriendo 

que el kindling puede provocar cambios permanentes en la conducta. 

En el presente estudio demostramos que las ratas con kindling en la AMG 

y CI consumieron menos sacarina con respecto a las ratas control. El efecto más 
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sobresaliente se observó en las ratas con kindling en la CI ya que su consumo de 

sacarina fue mucho menor que las ratas control. 

Estos datos concuerdan con los estudios realizados sobre las estructuras 

que participan en el CAS. Diversos trabajos han demostrado la importancia de la 

CI en la adquisición y almacenamiento a largo plazo de tareas motivadas 

aversivamente, como es el caso del CAS (Bermúdez-Rattoni y McGaugh, 1991; 

Bermúdez-Rattoni y Yamamoto, 1998, Gutiérrez y cols., 2003). Por ejemplo, se 

conoce que el bloqueo de los receptores NMDA y muscarínicos en la CI 

interrumpen el CAS (Naor y Dudai, 1996, Berman y cols., 2000). Otros autores 

como Berman y Dudai (2001 ), han descrito que la CI es importante tanto para la 

formación de la memoria a largo plazo del CAS como para su extinción . Sin 

embargo, en la CI , la codificación de la memoria a largo plazo del CAS depende 

de la activación de receptores B-adrenérgicos y muscarínicos, síntesis de 

proteínas y proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK); mientras que la 

extinción depende sólo de la activación de receptores B-adrenérgicos y síntesis de 

proteínas. 

En nuestro estudio observamos que la AMG central (el área de estudio del 

presente trabajo), al ser estimulada eléctricamente o "kindleada" ejerció casi el 

mismo efecto sobre el aprendizaje aversivo que la estimulación de la CI. Este 

resultado es importante mencionarlo ya que se le ha dado un papel primordial a la 

AMG basolateral (Sakai y Yamamoto, 1999), más que a la AMG central para la 

formación del CAS. Los trabajos sobre la función de la AMG central durante el 

CAS son poco claros. Evidencias electrofisiológicas (Yasoshima y cols., 1995) 

indican que la AMG basolateral muestra un patrón de actividad facilitatorio con 

estímulos gustativos como la sacarina o sacarosa, mientras que la AMG central 

exhibe un patrón de actividad inhibitorio con estímulos aversivos tales como la 

quinina después del CAS. Los autores proponen que la AMG basolateral 

participaría en la formación del CAS mientras que la AMG central estaría implicada 

en el reconocimiento del significado del estímulo condicionado. 

Sin embargo, estudios como los de Lamprecht y cols. (1997) muestran lo 

esencial que es la AMG central para la formación del CAS. Observaron que la 
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inhibición de la síntesis de proteínas y el bloqueo de proteínas de unión a 

elementos de respuesta al AMPc (proteína de unión a CRE o CREB: cAMP 

response element-binding protein) en la AMG central interrumpen el CAS. Bahar y 

cols. (2003) encontraron que el bloqueo de la síntesis de proteínas mediante la 

anisomicina o el bloqueo (utilizando propanolol) de los receptores B-adrenérgicos 

en la AMG central interrumpen la adquisición pero no la extinción del CAS. En el 

caso de la AMG basolateral utilizando los mismos bloqueadores, se encontró que 

se interrumpe la extinción pero no la adquisición. Los autores concluyen que la 

AMG central es fundamental para la adquisición y la basolateral para la extinción 

del CAS. 

Se ha propuesto que la AMG basolateral con interacción de otras 

estructuras corticales, juega un papel importante en modular los procesos de 

consolidación de la memoria (McGaugh, 2000). Aunque también se ha descrito 

que es el sitio de almacenamiento para eventos aversivos (Ledoux, 2000). 

Escobar y cols., (2002) demostraron que la estimulación de alta frecuencia en la 

AMG basolateral induce una potenciación a largo plazo, facilitando el CAS; pero 

cuando se bloquean los receptores NMDA en la CI se abolía el CAS. Los autores 

proponen que la conexión funcional entre la AMG basolateral y la CI tiene una 

acción modulatoria sobre la formación del CAS. En otro estudio (Miranda y cols., 

2002) se observó que cuando el cloruro de litio (estímulo incondicionado: El) es 

inyectado, los niveles de glutamato aumentan en la AMG. En ese mismo trabajo al 

microinyectar glutamato en la AMG antes de la presentación del El se lograba 

inducir el CAS. Por lo tanto se plantea que la AMG basolateral es el sitio de 

almacenamiento para los eventos aversivos. 

Podemos proponer, que la CI es una estructura que modula tanto la 

formación del CAS como la extinción mediante la interacción con la AMG central 

(adquisición) y la AMG basolateral (extinción). Sin embargo, faltaría saber qué 

circuito modula la consolidación. Esta podría ser la propia CI quien podría estar 

llevando ese proceso. En nuestro estudio observamos que es en la CI donde el 

aprendizaje aversivo es más notorio. Sin embargo, no podemos saber si es 

porqué estimulamos a una estructura que también está relacionada con la 
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formación del CAS a largo plazo o porque es una estructura que esta participando 

en la extinción y en este último caso lo que estaría haciendo el kindling es alterar 

el mecanismo para reaprender y por eso vemos una prolongación en la curva de la 

extinción. 

La extinción no refleja un olvido de lo previamente aprendido, sino más bien 

se trata de un reaprendizaje (Rescorla, 1996). Dado lo anterior, un problema que 

se plantea (como ya mencionó para el caso de la CI) es si en realidad el kindling 

está fortaleciendo el aprendizaje aversivo a los sabores manteniendo por más 

tiempo lo aprendido, o sí más bien el kindling está bloqueando la extinción o la 

habilidad de reaprender otra nueva información. Para resolver esto, se sugiere en 

futuros experimentos que después de haber terminado el CAS en las ratas con 

kindling se vuelvan a someter a estos mismos sujetos a otro CAS y de esta forma 

podríamos resolver el problema planteado anteriormente: ¿el kindling fortalece el 

aprendizaje o inhibe el reaprendizaje?. 

En otro sentido, es importante mencionar que las ratas del grupo otro sitio 

mostraron por el contrario una facilitación pero en la extinción, es decir hubo un 

acortamiento en la curva de la extinción. Es difícil saber exactamente lo que 

sucedió, porque estos sujetos fueron estimulados en diferentes regiones 

cerebrales (ej. Estría terminal, hipocampo, parietal, frontal, etc.). Tal vez la 

sobreestimulación de estructuras aparentemente no relacionadas con el CAS 

pueden modificar el aprendizaje aversivo, en donde estas estructuras podrían 

estar afectando el mantenimiento de lo ya aprendido o bien participar en la 

extinción . De nuestros resultados en el grupo otro sitio, no se puede realizar una 

distinción porque lo que estamos observando es un efecto del kindling sobre 

diversas estructuras. 

Kindling y Crecimiento Dendrítico 

La plasticidad cerebral resulta de cambios en las sinapsis. La formación de 

nuevas conexiones puede implicar un aumento en las dendritas, espinas 

dendríticas, axones, glía, vasos sanguíneos, etc. Una de las cosas que se puede 

inferir es que la plasticidad puede ser evaluada por el estudio de varios aspectos: 
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medida directa de las sinapsis, medición de arborizaciones dendríticas, axones, 

espinas dendríticas, glía, capilares, etc. (Kolb, 1995). 

En este estudio evaluamos sólo las arborizaciones dendríticas. Para ello 

empleamos la técnica de Golgi-Cox. Se empleó esta técnica porque permite 

visualizar morfológicamente si hay o no un cambio en el crecimiento dendrítico y/o 

axonal (aunque la mejor medición se obtiene con las arborizaciones dendríticas). 

También porque esta técnica es ideal para evaluar los cambios plásticos que 

ocurren durante el aprendizaje, ya que en diversos estudios se ha encontrado un 

incremento en el tamaño de las prolongaciones dendríticas cuando los animales 

son sometidos a una tarea de aprendizaje o a ambientes enriquecidos, 

(Greenough y cols. , 1985; Wallace y cols., 1992; Kolb y cols., 1995). Sólo se 

pudieron obtener resultados preliminares ya que únicamente se cuantificaron las 

neuronas estrelladas de la CI para cada uno de los grupos experimentales (con 

excepción del grupo otro sitio). De la cuantificación de estas neuronas en la CI no 

se observó ninguna diferencia ni en la longitud, ni en el número de ramas 

dendríticas. 

Aunque la técnica de Golgi-Cox es apropiada para evaluar los cambios 

plásticos, está es muy larga y poco consistente ya que en algunas ocasiones las 

neuronas no se impregnan adecuadamente ("Capricho"). No existe una 

explicación de estas inconsistencias propias de la técnica (Morest, 1981 ). Los 

principales problemas a los que nos enfrentamos fueron los siguientes: 1) el 

tiempo ya que por esta razón no se pudo cuantificar a todas las estructuras; 2) el 

"capricho" ya que hubo un lote importante de cortes de tejido que no se lograron 

impregnar bien. De ahí que sólo pudimos cuantificar a las neuronas estrelladas y 

sólo a las dendritas. 

Podemos mencionar al menos tres explicaciones de la falta de cambios 

estructurales: 1) Probablemente no encontramos diferencias porque este tipo de 

neuronas no fueron afectadas por el kindling, sino que fueron otras neuronas las 

que sufrieron los cambios, por ejemplo: las piramidales. 2) Otra posibilidad es que 

el número de neuronas cuantificadas es escasa, por lo que se requeriría aumentar 

la "n". 3) El kindling no afecta el crecimiento dendrítico. Los cambios plásticos que 
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se han descrito cuando se induce kindling , son principalmente los siguientes: 

"sprouting" de las fibras musgosas (Elmer y cols, 1996), neurogénesis (Scott y 

cols., 1998), sinaptogénesis (Li y cols , 2002), aumento en la densidad de las 

espinas dendríticas (Teskey y cols., 2001) modificaciones de las conexiones 

sinápticas (Okada y cols., 1993), etc. Ahora bien, de los pocos estudios en donde 

se han evaluado el crecimiento dendrítico mediante la técnica de Golgi-Cox y 

microscopía electrónica (Racine y cols., 1975; Goddard y Douglas., 1975 y Teskey 

y cols., 2001) no se encontraron evidencias sobre cambios en en el crecimiento 

dendrítico. Por lo tanto, también existe la posibilidad de que los efectos producidos 

por el kindling no se vean reflejados en el crecimiento dendrítico. 

De los cambios plásticos provocados por el kindling en el presente trabajo 

no podemos concluir algo de manera contundente. Lo que sugerimos, es 

aumentar la muestra para cuantificar un mayor número de neuronas, otra 

posibilidad es realizar una inmunohistoquímica para GAP-43 y sinaptofisina. Se ha 

demostrado que estas proteínas se expresan durante la plasticidad . La GAP-43 es 

una proteína asociada al crecimiento neuronal y está relacionada con procesos de 

desarrollo y crecimiento . En general se sugiere que la GAP participa en la 

diferenciación celular durante el desarrollo y en la plasticidad durante la adultez 

(Benowitz y Routtenberg, 1997). Al parecer la GAP-43 juega un papel importante 

durante la remodelación sináptica, lo cual es la base de la plasticidad sináptica 

(Morí y Morii, 2002). Por otro lado la sinaptofisina es una proteína integral de 38-

KDa y es un componente de las vesículas sinápticas. Al parecer participa en la 

formación de nuevas vesículas, en los procesos de exocitosis, como marcador 

neuronal para las membranas presinápticas, así como marcador funcional para las 

sinapsis (Bergmann y cols ., 1993; Papa y Segal., 1996). 
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES 

El kindling produjo cambios en el condicionamiento aversivo a los sabores, 

observándose una prolongación en la curva de la extinción, obre todo en las 

estructuras implicadas en el CAS: AMG y CI. Sin embargo, no sabemos si el 

kindling está manteniendo lo previamente aprendido o está bloqueando la 

extinción. A pesar de que no se encontraron diferencias en ninguno de los grupos 

experimentales con respecto al crecimiento dendrítico, es posible que existan. 

Faltaría aumentar la muestra, evaluar los cambios tanto en la AMG como en la CI, 

cuantificar otro tipo de neuronas o utilizar una técnica que permita evaluar 

fenómenos de plasticidad como la lnmunohistoquímica para GAP-43 y 

sinaptofisina . 
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