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RESUMEN

El kindling es un modelo de plasticidad neuronal que consiste en la
administraciéon repetida de estimulos eléctricos subconvulsivos breves y de baja
intensidad, aplicados en regiones especificas del cerebro, que eventualmente
culminan en convulsiones o crisis generalizadas. Previos estudios han encontrado
que el kindling puede favorecer el aprendizaje y la memoria, sin embargo, existe
cierta controversia al respecto, ya que paraddjicamente se ha encontrado que el
kindling produce déficits en el aprendizaje y memoria. Este tipo de controversia ha
originado ciertas sugerencias aun no comprobadas, las cuales proponen que el
déficit cognitivo depende mas bien del intervalo entre la ultima crisis fase 5 del
kindling y la tarea conductual a evaluar.

Por lo tanto, el primer objetivo del presente trabajo, fue evaluar si el kindling
favorece o interrumpe el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS), 28 dias
después de la ultima fase 5 del kindling. EI CAS es un paradigma de aprendizaje y
memoria, que consiste en asociar un estimulo condicionado o sabor novedoso con
un estimulo incondicionado o sustancia que induce un malestar gastrointestinal, en
donde esta asociacion conduce a una aversién al sabor.

Por otro lado, una caracteristica notable del fenédmeno del kindling, es que
estd asociado a diversos cambios neuronales a corto y/o a largo plazo. Entre los
cambios neuronales asociados al kindling, se han reportado modificaciones en la
expresion de las proteinas GAP-43 y sinaptofisina (Syp), las cuales se expresan en
condiciones de plasticidad neuronal. Ambas proteinas, estan relacionadas a
diversas funciones tales como, el remodelamiento sinaptico y la regulacion de la

liberacion del neurotransmisor. Ademas, estas proteinas se encuentran
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involucradas en el aprendizaje y memoria, por lo que el kindling y el aprendizaje y
memoria pueden compartir los mismos mecanismos neuroplasticos.

Estas modificaciones en el kindling, ocurren en ausencia de dafio neuronal
y/o necrosis, lo cual es diferente al modelo que induce estatus epilepticus por acido
kainico, ya que una caracteristica notable de este ultimo modelo es la presencia de
dafio neuronal y/o necrosis.

Un segundo objetivo fue estudiar si hay una relacion entre los cambios en el
CAS provocados por el kindling y los cambios en el nivel de expresién de las
proteinas GAP-43 y Syp. Por ultimo, un tercer objetivo consistié, en evaluar si el
modelo del acido kainico, el cual induce dafo neuronal y/o necrosis cerebral,
interfiere el CAS.

Para el primer objetivo, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, a las
cuales primero se les establecié kindling completo (3 crisis fases 5).
Posteriormente, 28 dias después de la ultima crisis fase 5, las ratas fueron
entrenadas en el CAS y luego se les evaluo la intensidad de la aversion al sabor.

Para el segundo objetivo, otro grupo de animales se les desarrollo kindling
completo e igualmente 28 dias después de la ultima crisis fase 5, las ratas fueron
entrenadas en el CAS y luego se les evalud la intensidad de la aversion al sabor.
Posteriormente, los cerebros de los animales fueron procesados para la
inmunohistoquimica contra GAP-43 y Syp.

Para el tercer objetivo, ratas macho de la cepa Wistar fueron inyectadas con
acido kainico para inducirles estatus epilepticus. Dos semanas después del
tratamiento de acido kainico fueron entrenadas en el CAS luego se les evalud la

intensidad de la aversion al sabor.
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Los resultados mostraron que los sujetos con kindling de la corteza insular
(Cl) y de la amigdala central (AMGc) tienen una mayor aversion al sabor con
respecto al grupo sham y a los sujetos con kindling del APM. Las estructuras
relacionadas con el aprendizaje aversivo al sabor, AMGc y Cl, de los animales con
kindling y entrenados en el CAS, mostraron una menor inmunoreactividad a GAP-
43 y Syp con respecto a los sujetos sham, mientras que los sujetos con kindling en
area preodptica medial (APM) y entrenados en el CAS, mostraron una mayor
inmunoreactividad a GAP-43 y sin cambios en el nivel de expresién de Syp. Con
respecto a los sujetos tratados con acido kainico, tanto en el primer como en el
segundo CAS presentaban deficiencias en el aprendizaje aversivo. Sobre todo en
el segundo CAS, se vio una completa interrupcion del CAS.

Nuestros datos del presente trabajo, nos sugieren que el kindling en Cl y
AMGc probablemente esté facilitando el aprendizaje aversivo. Estos datos plantean
la posibilidad de que la disminucién en los niveles de expresién de GAP-43 y Syp,
que fue observada en los sujetos con kindling de la AMGc y ClI, esta posiblemente
relacionada con procesos de reorganizacion neuronal. En el caso de los sujetos
tratados con acido kainico, sus deficiencias en el CAS estuvieron posiblemente
relacionadas al dafio neuronal provocado por el acido kainico. Estos modelos
tienen efectos conductuales diferentes, ya que los procesos neuronales asociados

en cada uno de ellos son distintos.
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INTRODUCCION

Una de las propiedades fundamentales del sistema nervioso central es la
capacidad para cambiar, ajustarse o adaptarse durante el desarrollo y la vida adulta
Esto le permite al cerebro responder a los cambios internos y externos del
organismo (Kolb 1995b). Esta capacidad puede ser reflejada por modificaciones en
la eficacia sinaptica asi como por cambios morfolégicos tales como, la formacion de
nuevas conexiones, crecimiento de axones y dendritas, etc. (Citri & Malenka 2008;
Kolb 1995a; Ming & Song 2005; Purves et al. 2001).

El kindling estéd asociado a una enorme variedad de cambios neuronales
tanto estructurales como funcionales, por lo que se ha propuesto como un modelo
de plasticidad.

Algunos cambios neuronales observados en el kindling también se han visto
que ocurren en procesos como el aprendizaje y la memoria. Por ejemplo, en ambos
fendbmenos se han encontrado modificaciones en los niveles de expresion de la
GAP-43 y Syn. Esto hace que el kindling sea util para evaluar diferentes eventos
neuroplasticos, asi como para estudiar su relacion con procesos de aprendizaje y
memoria.

En el presente trabajo, evaluamos los efectos del kindling sobre una tarea de
aprendizaje y memoria. También evaluamos si algunos cambios neuronales
asociados al kindling (modificaciones en los niveles expresion de las proteinas
GAP-43 y Syp) estan relacionados con sus efectos sobre el aprendizaje y la
memoria. Para ello, se utilizé6 una tarea llamada condicionamiento aversivo a los
sabores (CAS), la cual ofrece ventajas sobre otras tareas de aprendizaje y
memoria, entre las que podemos mencionar: 1) el sabor (el estimulo condicionado:

EC) es facilmente asociado con el malestar gastrointestinal (el estimulo
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incondicionado El), después de un solo apareamiento entre el EC y el El; 2) una
fuerte aversioén al sabor puede ser provocado, incluso si el retardo entre EC y el El
es muy grande (citado en Schafe et al. 1995b); 3) se conocen, las vias neuronales
y estructuras implicadas en su formacion.

En los siguientes capitulos, se describieron 1) algunos antecedentes
generales del kindling y su relaciéon con los procesos de plasticidad neuronal; 2)
aspectos generales del CAS y su relacion con el kindling; 3) algunas caracteristicas
del modelo de estatus epilepticus inducido por &cido kainico (este modelo
unicamente lo usamos para evaluar sus efectos sobre el CAS y compararlo con
respecto a los del kindling); 4) y finalmente mostramos los resultados y discusién

del presente trabajo.
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CAPITULO 1. KINDLING (ENCENDIMIENTO ELECTRICO)

El potencial de la estimulacion eléctrica para inducir crisis fue estudiada por
el grupo de Delgado (Alonso-DeFlorida & Delgado 1958; Delgado & Sevillano
1961). No obstante, la importancia de esta observacion fue reconocida por Graham
Goddard (1969; 1967).

“Los cambios progresivos que resulten de la estimulacion eléctrica seran

ARt

referidos como ‘efecto kindling™” (actualmente so6lo es denominado kindling). Este
enunciado escrito por Goddard (1969) reflejaba su percepcion del fendmeno, como
una analogia de “encendimiento de un fuego” (lighting a fire). El trabajo descrito por
Goddard y posteriormente los trabajos de Racine (Racine 1972a; Racine 1972b),
formaron las bases para el estudio del kindling'.

1.1 Caracteristicas generales

El kindling consiste en estimulos eléctricos subconvulsivos breves y de baja
intensidad que son aplicados una o dos veces al dia, en regiones especificas del
cerebro. Inicialmente la estimulacién provoca posdescargas (PD) focales, que

consisten en espigas ritmicas de alta amplitud que varian en frecuencia y duracion.

Sin cambiar los parametros iniciales, la estimulacion repetida produce un aumento

' Modelos de epilepsia limbica. Por definicion, las crisis de las epilepsias limbicas (epilepsias del

I6bulo temporal) deben originarse en el hipocampo o en areas vecinas del I6bulo temporal (Coulter
et al. 2002). Los modelos para estudiar la epilepsia del I6bulo temporal tienen varias caracteristicas
del espectro clinico de las epilepsias limbicas (Coulter et al. 2002). A continuacion, se describiran
brevemente algunos modelos de las epilepsias limbicas. Modelos de estatus epilepticus. El
estatus epilepticus puede ser inducido por al menos dos mecanismos: 1) la administraciéon de una
sustancia quimica convulsionante, como la pilocarpina o el acido kainico; 2) la estimulacion
eléctrica. En estos modelos, el estatus epilepticus puede durar mas de una hora. Después del
estatus, los sujetos pueden parecer normales por un periodo de varias semanas o meses, al final de
este tiempo aparecen las crisis espontaneas, las cuales perduraran a lo largo de toda la vida del
sujeto (para mas detalle ver Coulter et al. 2002). Modelos de estimulacién eléctrica. El
kindling es provocado por estimulaciones eléctricas subconvulsivas y es progresivo, comenzando el
primer dia con una breve posdescarga que evoluciona, a través del tiempo, con crisis
electroencefalograficas de alta frecuencia que duran varios segundos (revisado en Coulter et al.
2002).

15



en la intensidad y duracion de la PD, asi como de las crisis conductuales. Es decir,
la duracién e intensidad de la PD aumenta y su localizacién se propaga a partir del
foco original a otras areas cerebrales, presentandose alteraciones en la conducta
motora que eventualmente culminan en convulsiones generalizadas. Racine
(1972b), realizé una clasificacion de dichas manifestaciones conductuales, la cual
se sigue utilizando. Fase 1: Movimientos faciales o masticatorios, cierre del ojo
ipsilateral, inmovilidad. Fase 2: Fase 1 mas cabeceo (nodding) o movimientos
oscilatorios de la cabeza. Fase 3: Fase 2 mas clonus unilaterales de los miembros
anteriores seguido por clonus contralateral. Fase 4: Fase 3 mas levantamiento,
clonus bilateral de los miembros anteriores, la rata se yergue y se sostiene con los
miembros posteriores. Fase 5: Fase 4, levantamiento con pérdida del control y de
la postura (en esta fase no hay crisis espontaneas).

Ademas, las fases 1 y 2 son clasificadas como fases tempranas del
kindling, la fase 3 se considera como una fase intermedia, las fases 4 y 5 como
fases tardias (revisado en Coulter et al. 2002).

Tradicionalmente varios investigadores consideran el desarrollo de la fase 5
como punto final del kindling (revisado en Kelly 1998; revisado en Moshé et al.
1991). En general, se acepta que una rata esta totalmente “kindleada” cuando la
estimulacién del foco es capaz de producir una crisis motora que se caracteriza por
clonus bilateral de los miembros anteriores con levantamiento y caida. Muchos
protocolos de investigacién consideran necesario inducir entre tres y cinco fases 5
para decir que el kindling esta completo (Kelly 1998).

Si a un animal al cual se le desarrollé kindling completo, se le estimula
diariamente por varios meses, éste puede presentar crisis espontaneas. Antes de

que se desarrollen las crisis espontaneas se presentan diferentes fases (después
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de la crisis fase 5) que van progresando hasta desencadenarse las crisis
espontaneas. Estas fases, posteriores a la crisis fase 5 fueron descritas por Pinel y
Rovner (1978): fase 6 (repetidas caidas con levantamientos), fase 7 el sujeto corre
rapidamente en circulos y brinca violentamente, fase 8, el animal corre en circulos
rapidamente, en el cual hay periodos de tonus al comienzo y final de la crisis. Al
kindling en donde ocurren eventos mas alla de la fase 5 se le conoce como
kindling extendido (revisado en Coulter et al. 2002).

El kindling parece ser una propiedad casi universal del sistema nervioso
(SN) y ocurre en una gran variedad de especies (ranas, lagartos, ratén, rata,
conejo, gato y monos). En general, el kindling se desarrolla mas rapidamente
conforme la escala filogenética desciende (ver tabla 1), por ejemplo, se
desencadena mas rapidamente en la rata, seguida por el gato y el mono (revision
en Joy 1985). Dentro del sistema nervioso, las estructuras filogenéticamente
nuevas parecen menos susceptibles de desarrollar kindling que las estructuras mas
viejas (revisidon en Joy 1985). Para el desarrollo del kindling, también se han
observado fenbmenos circadianos, por ejemplo, la estimulacion diaria a las 10 PM
durante la fase activa del ciclo resulta en una progresién mas rapida del kindling

que la estimulacién hecha a las 10 AM, durante la fase inactiva (Freeman 1980).
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Tabla 1

Tiempo aproximado necesario para desarrollar crisis kindling (Fase

5)
Especies Dias
Estimulacion amigdala

rata 8-12

gato 20-30

babuino 60-70
mono 150-200

Estimulacion neocortical anterior

rata 35-40

gato 60-70

babuino ~ 300

Adaptado de Joy (1985).

1.2 Plasticidad y kindling

1.2.1 Definicion de plasticidad

Una de las propiedades fundamentales del sistema nervioso central es su
plasticidad, esto es, la capacidad para cambiar, ajustarse o adaptarse durante el
desarrollo y la vida adulta (Kolb 1995b; Purves et al. 2001). Esto le permite al
cerebro responder a los cambios internos y externos del organismo (Kolb 1995b).
Esta capacidad para reorganizar o modificar los circuitos neuronales sobre la base
de la experiencia, puede ser reflejada por modificaciones en la eficacia sinaptica
asi como por cambios morfologicos tales como, la formacion de nuevas
conexiones, crecimiento de axones y dendritas, etc. (Citri & Malenka 2008; Kolb
1995a; Ming & Song 2005; Purves et al. 2001)

La plasticidad neuronal es una propiedad general y fundamental del sistema
nervioso, la cual esta asociada a diversos eventos, como son el aprendizaje, la

memoria, la estimulacion eléctrica, el ejercicio fisico, las hormonas sexuales, el
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estrés, los ambientes enriquecidos, las experiencias sensoriales (olfatorias,
visuales, etc.) y el dafio cerebral. Las modificaciones estructurales y funcionales de
los circuitos neuronales, pueden ser el substrato de cada uno de estos eventos
(Kolb & Whishaw 1998).

1.2.2 Kindling como fenédmeno de plasticidad

A partir de sus primeros estudios Goddard et al. (1969), Goddard y Douglas
(1975), propusieron que el kindling es un modelo ideal para estudiar la plasticidad
neuronal. Una de las principales razones que dio origen a su propuesta, fue que el
kindling provoca cambios permanentes en la funcidén cerebral (Majkowski 1986;
Mcintyre et al. 2002; Morrel 1991; Weiss et al. 2000). Goddard et al. (1969),
demostraron que cada estructura cerebral requiere un numero determinado de
estimulos para inducir kindling, y cuando este ya quedd establecido y
posteriormente se suspende la estimulacion eléctrica por tres meses, es menor el
numero de estimulos para provocar nuevamente el kindling en esas mismas
estructuras cerebrales. Esto llevd a Goddard et al. (1969) a suponer que las
neuronas que han estado sometidas a una estimulacion eléctrica de alguna forma
han sufrido un cambio permanente.

El kindling no es solamente un modelo, sino un fendmeno de plasticidad, la
cual es una propiedad fundamental de los circuitos neuronales (2004). El kindling
provoca una enorme variedad de cambios neuronales a largo plazo y ocurren en
ausencia de dafo neuronal (Hawrylak et al. 1993; Smith et al. 2005; Tooyama et al.
2002; Tuunanen & Pitkanen 2000).

La ventaja del kindling para estudiar la plasticidad es su persistencia. La
elucidacién de los mecanismos que contribuyen a la permanencia del kindling o

que subyacen a este fendmeno, pueden revelar algunos mecanismos de la
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plasticidad neuronal que operan en situaciones normales como la formacion de la
memoria hasta evolucionar a condiciones patolégicas como la epilepsia (Goddard
et al. 1969; Goddard & Douglas 1975; Weiss et al. 2000).

Las modificaciones neuronales han sido principalmente evaluadas en el
hipocampo, en menor grado en la amigdala, la corteza piriforme, perirrinal, insular y
prefrontal., como se vera mas adelante.

A continuacion describiré algunos fendmenos de plasticidad que subyacen al
kindling y enfatizaré sobre todo, aquellos asociados a la plasticidad neuronal
estructural o morfolégica.

1.3 Modificaciones neuronales asociadas al kindling

1.3.1 “Gemacioéon”

En ratas que habian presentado tres fases 5 del kindling de la via perforante,
Sutula et al. (1988), mediante la técnica de Timm?, evaluaron en el hipocampo de
estos animales, la gemacion de las fibras de las terminales nerviosas. Sutula et al.
(1988), encontraron que el kindling induce “gemacion” (brotan nuevas
terminaciones nerviosas) de las fibras musgosas. Los granulos de Timm fueron
observados hasta 5 meses después de la ultima crisis fases 5, lo cual sugiere que
los efectos del kindling son a largo plazo. En las etapas tempranas del kindling
(entre el quinto y sexto dia de estimulacién), también hubo “gemacion” de las fibras
musgosas. Cavazos et al. (1991) confirmaron estos resultados, y demostraron que
incluso 8 meses después del kindling completo, los granulos de Timm fueron
observados en las fibras musgosas de la regidon supragranular del giro dentado del

hipocampo. Lo cual indicaba un incremento en la gemacién de las terminales de las

2 Es una técnica histoquimica, que selectivamente marca las terminales sinapticas por su alto
contenido de zinc.
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fibras musgosas. En el caso de la amigdala, la cantidad de granulos de Timm
fueron aumentando a medida que las crisis se repetian. Estos resultados indicaban
que la “gemacion” de las terminales nerviosas corria en paralelo junto con el curso
del desarrollo del kindling. Ademas, se sugiri6 (Cavazos et al. 1991) que estos
cambios morfologicos reflejaban la creacion de nuevos circuitos recurrentes
excitatorios, lo cual podria estar relacionado con la excitabilidad neuronal
exacerbada.

1.3.2 Modificaciones en las sinapsis

Diversos estudios, que a continuacién se describen, han encontrado
diferentes modificaciones en la organizacién de las sinapsis.

Posteriormente, Cavazos et al. (2003), estudiaron las caracteristicas
ultraestructurales de las fibras musgosas “brotadas” en animales con kindling en la
via perforante. Los resultados mostraron lo siguiente: 1) Los perfiles sinapticos
fueron principalmente axoespinosos que axodendriticos, y varias de las sinapsis
axoespinosas fueron perforadas; 2) las terminales de las fibras musgosas
“brotadas” formaron sinapsis asimétricas excitatorias con las espinas dendriticas de
la regidn supragranular y con el soma de las células de la capa granulosa; 3) en
varios casos, los blancos postsinapticos de las sinapsis “brotadas” fueron
identificadas como células granulosas, y solo en un caso, una terminal sinaptica
“‘brotada” formdé una sinapsis con una interneurona inhibitoria. Los resultados
demostraron que las sinapsis asimétricas son el tipo mas comun que se forma en
las terminales de las fibras musgosas, sugiriendo que los circuitos que se originan
son principalmente excitatorios.

Geinisman et al. (1998; 1991), utilizando los métodos estereoldgicos,

evaluaron si habia cambios en la estructura sinaptica del hipocampo de ratas que
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habian desarrollado cinco crisis fases 5 del kindling de la via perforante medial. Los
resultados mostraron en el hipocampo, un aumento en la proporcion de las sinapsis
axoespinosas perforadas, también se observd un aumento en el numero de
espinas dendriticas de doble cabeza y en las sinapsis perforadas asociadas a ellas.
Hawrylak et al. (1993), encontraron un incremento en el numero de sinapsis
(densidad por area) en el stratum radiatum de CA1, en ratas que habian
desarrollado kindling de la via de las colaterales de Schaffer, y que fueron
sacrificados 24 a 48 horas después de alcanzar cinco crisis fases 5. Se ha
encontrado (2001; 1999), en la corteza frontal de ratas que han desarrollado
kindling del cuerpo calloso, una disminucion: en la longitud dendritica basilar y
apical, en la densidad de las espinas y en las ramas dendriticas. Sin embargo, la
morfologia dendritica se normalizaba o volvia a su estado basal después de tres
semanas de la ultima sesion kindling. Los autores sugirieron que el kindling puede
disminuir transitoriamente el numero de contactos sinapticos, pero los contactos
gue aun permanecen, posiblemente sean mas eficaces (Teskey et al. 2001).

1.3.3 Neurogénesis

La neurogénesis (un proceso de generacidbn de neuronas, las cuales
provienen de células progenitoras), otro fenémeno de plasticidad, también se ha
encontrado asociada al kindling. Los primeros trabajos en describir dicha relacion
en animales con kindling, fueron de Scott et al. (1998), Parent et al. (1998) y
Bengzon et al. (1997). Scott et al. (1998), inyectando bromodeoxiuridina (BrdU)? a

animales que habian desarrollado kindling de la amigdala, encontraron que cuando

* ElI BRDU, es incorporado dentro del DNA de las células en division, durante la mitosis, y por lo
tanto proporciona un buen marcador para las nuevas células que nacen o para las células en
proliferacion.
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las crisis focales estaban presentes, no se presentaban cambios en la frecuencia
de neurogénesis. En contraste, durante las fases tardias (fases 4 y 5) del kindling,
cuando las crisis se generalizaron, la proliferacién celular en el hipocampo,
aumenté aproximadamente entre 75%-140%. En este mismo estudio, utilizando un
doble marcaje con un marcador especifico de neuronas (TOAD-64) se demostro la
presencia de numerosas nuevas neuronas granulares en los animales que habian
desarrollado fase 4 o 5 del kindling.

Parent et al. (1998), utilizando los mismos marcadores TOAD-64 y BrdU,
demostraron que la proliferacion celular aumenté en el giro dentado de ratas que
habian experimentado 9 6 mas crisis fase 4 6 5. El doble marcaje reveld, que varias
de las nuevas células estaban diferenciadas dentro de células granulares dentadas.
Recientemente, Smith et al. (2005), encontraron en ratones con kindling de la
amigdala, un aumento en la proliferacién celular del hipocampo y que ademas
estos cambios no estaban asociados a dafo neuronal. Otro estudié (Scott &
Burnham 2006), examind los efectos del kindling sobre la sobrevivencia de las
neuronas jovenes. Para evaluar esto, las ratas que habian desarrollado kindling de
la via perforante, fueron sacrificadas un mes después de la induccion del kindling
para la realizacion de una inmunohistoquimica de doble marcaje, BrdU y NeuN (un
marcador exclusivo de neuronas). Los resultados mostraron un incremento de
neuronas (128%) con doble marcaje en la capa de las células granulares, sin
embargo el numero de células con doble marcaje no estuvo correlacionado con la
severidad de la crisis. Scott y Burnham (2006), hicieron una propuesta interesante:
“el kindling aumenta la sobrevivencia de las nuevas neuronas en el giro dentado de
la rata, lo cual puede reflejar las acciones de un mecanismo dependiente de

actividad, fendbmeno que normalmente esta implicado en el aprendizaje y la
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memoria”. Otros estudios (Bengzon et al. 1997) han encontrado que una
estimulacién eléctrica subconvulsiva (la cual con el tiempo, después de varias
estimulaciones eléctricas es capaz de desencadenar kindling), es suficiente para
inducir neurogénesis en el hipocampo.

1.3.4 Control Glial
Los astrocitos forman una relacion muy estrecha con las sinapsis del sistema
nervioso central del adulto, en donde ayudan a regular las concentraciones de los
iones y neurotransmisores. Sin embargo, recientes estudios (para una revisién ver
Ullian et al. 2004), entre otras funciones, han encontrado que los astrocitos ejercen
un poderoso control sobre el niumero de sinapsis del sistema nervioso central
(regulan la sinaptogénesis). Ademas son esenciales para la funcién postsinaptica y
necesarios para la estabilidad y mantenimiento sinaptico. También, los astrocitos
estdn implicados en los cambios sinapticos funcionales vy estructurales
dependientes de actividad (Ullian et al. 2004). Es decir, no son unicamente células
de soporte, sino son células que activamente controlan la plasticidad funcional y
estructural durante el desarrollo y la vida adulta (Ullian et al. 2004).

Uno de los cambios que caracterizan al kindling es la proliferaciéon de
astrocitos (Adams et al. 1998; Hawrylak et al. 1993; Tooyama et al. 2002).
Hawrylak et al. (1993), demostraron que el kindling de la via colateral de Schaffer,
en las fases tempranas del kindling, provocaba una hipertrofia de los astrocitos en
el stratum radiatum de CA1. Por otro lado, la densidad de las sinapsis degeneradas
o dafadas, las cuales podrian inducir gliosis, no fueron significativamente
diferentes entre los animales control y kindling, lo cual indicaba que el kindling no
estaba relacionado a un proceso de degeneracion neuronal. Otros autores (Khurgel

& Ivy 1996) han encontrado que las crisis inducidas por el kindling, provocan un
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incremento en la proliferacion y una prominente hipertrofia de astrocitos en el
hipocampo, la amigdala y la corteza piriforme, la cual estd acompafiada por una
reorganizacion del citoesqueleto astrocitico. Vessal et al. (2004) encontraron que
tanto, los animales que habian desarrollado la fase 1 del kindling, como los que
habian desarrollado kindling completo (Fase 5) de la amigdala, mostraron una gran
cantidad de astrocitos en division en la corteza piriforme. También, observaron que
el cambio en la morfologia de los astrocitos, depende al parecer de la intensidad de
la crisis y ocurre desde las fases tempranas del kindling persistiendo por semanas,
después de la ultima crisis. Tooyama et al. (2002), reportaron que los animales con
kindling de la via perforante mostraban astrocitos reactivos en el hipocampo sin
presencia de microglia reactiva, indicando que la activacién glial no estaba
relacionada con procesos degenerativos.

1.3.5 Factores neurotroficos y genes de expresion inmediata

Los factores neurotroficos, tales como el factor neurotréfico derivado de
cerebro (BDNF) vy el factor de crecimiento nervioso (NGF), tienen efectos sobre el
crecimiento de las neuritas, la sobrevivencia neuronal, la diferenciacion, la sintesis
de neurotransmisor, la plasticidad sinaptica y la excitabilidad. Diversos estudios
(Elmer et al. 1996; Foster et al. 2004; Scharfman 2002), han demostrado que el
kindling induce un aumento en la expresién de los factores neurotroficos. Foster et
al. (2004), encontraron, dos horas después de la crisis parcial o temprana (fase 2
del kindling), un incremento en la expresién de BDNF en la amigdala ipsilateral
(sitio de estimulacion), especificamente en el nucleo basolateral y el nucleo cortical
posterior; asimismo en la ClI, piriforme, orbital e infralimbica. Después de la primera
crisis fase 5, se encontré un aumento en la expresion de BDNF no sélo del lado

ipsilateral, sino en el lado contralateral de la amigdala (basolateral y cortical
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posterior), la Cl, piriforme, perirrinal y entorrinal. Los patrones de expresion de
BDNF fueron similares, 1, 2 y 6 horas después de la ultima crisis fase 5. Elmer et
al. (1996), demostraron que los animales con kindling rapido®, presentaban un
incremento en la expresién del ARNm de BDNF y del factor de crecimiento
nervioso (NGF), y en los niveles del ARNm de TrkB y TrkC (receptores para BDNF)
en las células granulares del giro dentado. Ademas, se observaron niveles
elevados del ARNm de BDNF en la amigdala basolateral, corteza piriforme, CA1 'y
CAZ3 del hipocampo, con un incremento maximo a las 2 horas después de la ultima
crisis. Van der Zee et al. (1995) demostraron que la administracién intraventricular
de anticuerpos contra NGF, retarda el desarrollo de la crisis y bloquea el “sprouting”
o “gemacion” de las fibras musgosas de la rata adulta.

Sitcoske O’Shea et al. (2000), demostraron que cuando el sitio de
estimulaciéon fue la AMGc lateral o la basolateral, los patrones de expresion de c-
Fos, NGF1-A y BDNF, en areas corticales y subcorticales limbicas fueron muy
similares en ratas que presentaron la primera crisis clonica del miembro anterior
(fase temprana del kindling). Ademas, encontraron un patrén de expresion de C-fos
en un conjunto de estructuras del hemisferio ipsilateral (sitio de estimulacion), las
cuales fueron las siguientes: el claustrum, la Cl y la perirrinal.

Akiyama et al. (2008), evaluaron la expresion de otro gen de expresion

temprana, Arc (activity-regulated cytoskeleton-associated protein) y dos factores de

* En muchos estudios el kindling se induce con una o dos estimulaciones diarias hasta alcanzar las
crisis generalizadas fase 5. Por ejemplo, en el hipocampo se requieren alrededor de 3 semanas
para alcanzar las crisis generalizadas. En contraste, cuando se administran repetidamente
estimulos eléctricos cada 5 minutos, las crisis generalizadas ocurren en pocas horas, a esto se le
llama kindling rapido (Elmer et al. 1996).
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transcripcion: factor de crecimiento nervioso inducible B (NGFI-B) y nur relacionado
1 (Nurr), en ratas que presentaban soélo una postdescarga de la amigdala y en
ratas que desarrollaron kindling completo de la amigdala. Los animales con una
sola postdescarga, presentaron un aumento en los niveles de expresion del RNAm
de Arc y Nurr en la corteza piriforme y en el nucleo medial amigdaloide ipsilateral,
mientras que los animales con kindling completo, aumentaron los niveles de
expresion del RNAm de Arc y Nurr bilateralmente en las regiones de la corteza
piriforme y giro dentado, media o una hora después de la ultima crisis generalizada,
pero regresaron a niveles basales 6 horas después de la ultima crisis.

1.3.6 Efectos neuroprotectores del kindling

El BDNF puede tener efectos excitatorios o inhibitorios, dependiendo si
actua sobre el neuropéptido Y (NPY) o sobre su receptor tirosina cilasa
transmembranal Tipo B (TrkB). EI NPY esta co-localizado en las interneuronas
gabaérgicas, su expresion esta regulada por BDNF y este tiene acciones sobre la
neurotransmision de glutamato via receptores Y, , los cuales se localizan en
terminales de neuronas glutamatérgicas y de esta forma inhibe la liberacién de
glutamato (revisado en Morimoto et al. 2004). El sistema BDNF y su receptor TrkB,
son los principales reguladores de la transmisién sinaptica excitatoria, un rol que
ajusta bien con la expresiéon de BDNF y TrkB en las sinapsis glutamatérgicas
(Soule et al. 2006).

El kindling del hipocampo induce un rapido incremento en la expresion del
ARNmM para el NPY (Bendotti et al. 1993). Reibel et al. (2000) demostraron que el
BDNF aplicado en el hipocampo durante la primera semana de la estimulacién
hipocampal, retardd la progresién del kindling. Contrariamente, la infusién de

oligodeoxinucledtidos antisentido para BDNF, redujo la expresion de BDNF en el
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hipocampo y favorecié el desarrollo de la crisis (por ejemplo, la duraciéon de la
postdescarga fue mayor). La infusién cronica de BDNF incremento la expresién del
NPY en el hipocampo. Finalmente la infusion crénica del NPY retardé la progresiéon
del kindling hipocampal, mientras que los anticuerpos anti-NPY favorecieron el
desarrollo de la crisis. Sus resultados sugieren que el incremento en la expresion
de BDNF puede constituir un mecanismo neuroprotector para contrarrestar la
exacerbada excitabilidad (Reibel et al. 2003).

Algunos autores (Kelly & Mclintyre 1994; Penner et al. 2001), han descrito
otro tipo de efecto neuroprotector que resulta interesante resaltar. A sujetos que
previamente habian desarrollado kindling se les provocd estatus epilepticus
inducido por acido kainico, esto resultdé en una reduccion del dano neuronal
inducido por acido kainico. Estos datos abren la posibilidad de que el kindling
protege del dafio neuronal. Probablemente, no sera raro observar este fenémeno
de neuroproteccion, porque como se describidé anteriormente durante el kindling se
expresan factores neurotroficos, los cuales pueden proteger del dano inducido por
farmacos como el acido kainico (1994; Penner et al. 2001).

La plasticidad inducida por las crisis o por el kindling, muestra propiedades
bidireccionales (Sutula 2004): 1) cambios neuronales que contribuyen a la
exacerbada excitabilidad neuronal; 2) cambios neuronales que pueden proteger de
la excitabilidad o del dafio neuronal.

Diversas proteinas estan asociadas al kindling (Scharfman 2002), como la
GAP-43 (Elmer et al. 1996) y la Syp (Li et al. 2002). Ambas proteinas, estan
asociadas a diversas funciones como, el remodelamiento sinaptico y la regulacion
de la liberacion del neurotransmisor (Benowitz & Routtenberg 1997; El Far & Betz

2002; Valtorta et al. 2004). Estas proteinas al encontrase involucradas tanto en el
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kindling como en los procesos de aprendizaje (Holahan et al. 2007; Routtenberg et
al. 2000), plantean la posibilidad de que ambos fenémenos pueden compartir los
mismos mecanismos. Por lo tanto, a continuacion describiré, el papel funcional
tanto de la GAP-43 y la Syp, asi como los trabajos que demuestran la relacién
entre estas proteinas y el kindling.

1.4 GAP-43

1.4.1 Caracteristicias generales de GAP-43

La GAP-43 o proteina asociada a crecimiento (growth-associated protein-
43), es una proteina acida de membrana de 43 kilodaltons® (kD). Es el principal
substrato de la proteina cinasa C y sufre un cambio persistente en la fosforilacion
durante la potenciacién a largo plazo. En los cerebros de ratas en desarrollo, el
principal componente de las membranas del cono axdénico en crecimiento, es la
GAP-43.

En el adulto, la GAP-43 es abundante en las membranas sinapticas de los
axones de las terminales maduras y juega un papel clave guiando el crecimiento de
2008)} axones, modulando la formacion de nuevas conexiones y la liberacién del
neurotransmisor (para mas detalle ver Benowitz & Routtenberg 1997; Skene 1989;
Skene et al. 1986).

La GAP-43 primero se asocia con el compartimiento trans-Golgi de la
neurona y luego es transportada rapidamente hacia el axon a través de vesiculas
membranales. Inicialmente, este transporte ocurre dentro de cada proceso de la

célula, pero con el establecimiento de la polaridad celular, la proteina llega a ser

5 Nos podemos referir a la masa de una proteina, la cual se simboliza en unidades de daltons: un
dalton equivale a una unidad de masa atdmica. Una proteina con un peso molecular de 50000 g
mol-1 tiene una masa molecular de 50000 daltons o 50 kD (Berg et al. 2008)
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transportada selectivamente hacia el axdn (para mas detalle Benowitz &
Routtenberg 1997).

Las variaciones regionales en los niveles de GAP-43 son particularmente
notorias en la neocorteza, tanto en humanos, como en primates no humanos,
(revisado en Benowitz & Routtenberg 1997). En el cerebro de la rata, el ARNm vy la
proteina GAP-43, es abundante en regiones limbicas y asociativas. Sin embargo,
esta presente solo en bajos niveles en las areas somatosensorial ascendente y en
areas involucradas en el control motor (Benowitz et al. 1988).

Esta proteina, ha sido ampliamente estudiada por su relacion en el
remodelamiento de redes neuronales, lo cual ha originado el estudio sobre su
participacion en procesos cognoscitivos, como el aprendizaje y la memoria
(Holahan et al. 2007; Routtenberg et al. 2000). Por ejemplo, Holahan et al. (2007)
encontraron en ratones transgénicos que sobreexpresan moderadamente GAP-43,
mejoran su memoria en una prueba de laberinto acuatico. Sin embargo, ratones
transgénicos que sobreexpresan excesivamente GAP-43, puede producir una
excesiva gemacion neuronal o “neuroplasticidad sobrecargada”, lo cual conduce a
eventos degenerativos e hipertréficos neuronales que culminan en una disfuncion
de la memoria (2007)

Se ha propuesto que la GAP-43 juega un papel esencial en la potenciacién a
largo plazo (LTP: Long-term potentiation®), la cual es considerada un fenémeno de
plasticidad sinaptica. Routtenberg et al. (2000), sugirieron que la proteina cinasa C
(PKC, protein kinasa C) al activarse por sefales retrégradas postsinapticas (por

ejemplo, éxido nitrico) dependientes de NMDA, conduce a la fosforilacion de la

LTP es un aumento en la eficacia sinaptica inducida por estimulos de alta frecuencias.
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GAP-43, ésta fosforilacion al parecer podria afectar la liberacién del
neurotransmisor y al crecimiento de la terminal nerviosa y por lo tanto, es posible
que los cambios de fosforilacién que ocurren durante la LTP, puedan ayudar a las
modificaciones de corta duracion en la transmisién del neurotransmisor y a los
cambios de larga duracion en la estructura sinaptica (para mas detalle ver Benowitz
& Routtenberg 1997). La fosforilacibn es normalmente transitoria en respuesta a
sefiales que depolarizan la membrana, pero en el caso del LTP, una sefal
generada en la célula postsinaptica cruza la sinapsis quiza para sinergizar con
otros efectores (por ejemplo, diacilglicerol, Ca®*), lo cual conduciria a una
fosforilacidon mas persistente. La fosforilacion sobre ser41 provocaria que la CaM
(calmodulina) se disocie de la proteina, permitiendo quiza que GAP-43 influya en la
organizacion del citoesqueleto (para mas detalle ver Benowitz & Routtenberg
1997).

1.4.1 GAP-43 y su relacion con el kindling

Sdlo pocos estudios han evaluado la relacion entre el kindling y la GAP-43.
Bendotti et al. (1993) fueron los primeros en describir, que el kindling del
hipocampo inducia un incremento en la expresion del ARNm de GAP-43. Ellos
encontraron en ratas sacrificadas dos dias después de la fase 2 del kindling, un
aumento en los niveles del ARNm de GAP-43 en las neuronas piramidales de CA3
y en las neuronas polimorficas hilares del giro dentado, Estos cambios no se
observaron cuando los sujetos presentaron la fase 5 del kindling. Los autores
propusieron que la remodelacién sinaptica requiere una nueva sintesis de GAP-43,
lo cual puede ocurrir tempranamente durante el curso del kindling y que seria
estabilizada en la fase 5. Debido a que las neuronas piramidales de CA3 dan

origen a proyecciones que van hacia las regiones de CA1 y al subiculum via el
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sistema colateral de Schaffer, el cual usa glutamato como neurotransmisor, es
posible sugerir que el incremento en la expresion de GAP-43 en las neuronas
piramidales de CA3 sea una forma de facilitar la liberacion glutamatérgica durante
el desarrollo del kindling (Bendotti et al. 1993). Posteriormente, Dalby et al. (1995)
evaluaron la expresion inmunocitoquimica de GAP-43 en animales con kindling de
la via perforante. Subsecuente al kindling, la inmunoreactividad de GAP-43
aumentd en la capa molecular interna y externa de la fascia dentata, y en el stratum
molecular lacunosum de CA1. Por otro lado, EImér et al. (1996), encontraron un
marcado incremento en la expresion del ARNm de GAP-43 en sujetos con kindling
rapido en el hipocampo ventral. La expresion maxima del ARNm de GAP-43 en la
amigdala basolateral y en la corteza piriforme, se observé de 12 a 24 horas
después del kindling.

1.5 Sinaptofisina

1.5.1 Caracteristicas generales de la sinaptofisina

La sinaptofisina (Syn) es una proteina integral de membrana de 38kD y es
un componente de las membranas de las vesiculas presinapticas de las neuronas
del cerebro, médula espinal y retina, asi como de las uniones neuromusculares.
También se encuentra en la médula adrenal (Jahn et al. 1985; Wiedenmann &
Franke 1985).

Se han propuesto, al menos 5 distintas funciones de la Syp, (revisado en El
Far & Betz 2002; Valtorta et al. 2004): 1) puede ser parte de un componente del
poro de fusién (la fusién de la vesicula ocurre via la formacién de un poro de
fusion), el cual se define como una estructura que une dos membranas opuestas.
2) posiblemente sea esencial en la regulacion de la liberacion del neurotransmisor

(por ejemplo, microinyecciones de anticuerpos de Syp dentro de las neuronas
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motoras bloquean la neurotransmisién neuromuscular). 3) se ha planteado la
posibilidad de que juegue un papel clave en la biogénesis de la vesicula sinaptica.
De esta manera, la estructura politépica de la Syp y la capacidad que tiene para
formar oligomeros puede promover la curvatura de la membrana y de esta forma
facilitar los brotes de las vesiculas desde la membrana donante durante la
biogénesis. El efecto de la Syp durante la biogénesis de las vesiculas, puede
ejercerse tanto a nivel de la red trans-Golgi, donde se originan los precursores de
las vesiculas sinapticas, como a nivel de la terminal nerviosa, donde se generan las
vesiculas. 4) probablemente participe en el reciclaje de las vesiculas sinapticas. 5)
la Syp posiblemente regule la formacion de la sinapsis.

Con respecto a su participacién en procesos cognitivos, se le ha relacionado
con el aprendizaje y la memoria (Mokin et al. 2007; Nithianantharajah & Murphy
2008). Recientemente Nithianantharajah y Murphy (2008), encontraron un
incremento en los niveles de expresion de la Syp en el nucleo basolateral de la
amigdala en animales que habian sido entrenados en una tarea de aprendizaje,
llamada “fear conditioning” o condicionamiento del miedo. En cambio, los sujetos
que no habian aprendido (grupo control), no presentaron un aumento en los niveles
de Syp.

1.5.2 Sinaptofisina y su relaciéon con el kindling

Pocos estudios han evaluado la relacion entre la Syp y el kindling.

Hinz et al. (2001), mostraron que dos dias después de la ultima crisis fase 5
del kindling, la cantidad relativa del complejo Syp-sinaptobrevina obtenida por
inmunoprecipitacién de las membranas hipocampales, aumenté dos veces con
respecto a los controles. Este complejo modula las interacciones de las proteinas

vesiculares (Hinz et al. 2001), entonces el incremento en la interaccién de este

33



complejo, debido a la actividad sinaptica sostenida del kindling, podria modular la
eficacia sinaptica a nivel del sitio presinaptico, y esto posiblemente mantenga las
descargas de alta frecuencia e implique cambios en la regulacion de las proteinas
sinapticas.

Li et al. (2002), reportaron un incremento significativo en la expresién de la
Syp en el stratum radiatum de CA1 y en el stratum lucidum/radiatum de CA3, el
hilo, la capa molecular interna del giro dentado y la capa Il/lll de la corteza
piriforme, pero no se encontraron cambios significativos en la capa Il/lll de la
corteza entorrinal; esto fue observado 28 dias después de la ultima estimulacion
kindling. Los cambios se observaron no soélo en el hipocampo sino en otras
regiones cerebrales.

En las secciones anteriores se describieron algunos cambios neuronales
asociados al kindling. Sin embargo, los efectos del kindling también repercuten
sobre la conducta, por lo tanto, en el siguiente capitulo describiré algunos de estos,
sobre todo me centraré en los efectos sobre el aprendizaje y la memoria.

1.6 Kindling y conducta

1.6.1 Interrupcion del aprendizaje y memoria

Varios estudios han descrito que el kindling provoca un deterioro en el
aprendizaje y la memoria (para mayor detalle ver Hannesson & Corcoran 2000).
Asi, el kindling de la amigdala interfiere en la memoria de referencia, memoria de
trabajo y en la atencién, durante una tarea de laberinto acuatico (Anisman &
Mcintyre 2002). Gilbert et al. (2000) investigaron los efectos de las crisis
hipocampales sobre la ejecucidén espacial en un laberinto de Morris en las ratas.
Entre 25 y 45 minutos antes de la prueba en el laberinto acuatico, se provocaron

crisis por estimulaciones de CA1 del hipocampo dorsal. Ellos encontraron que las
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crisis de CA1 interrumpen significativamente la ejecucion espacial en el laberinto
acuatico, tanto en la adquisicion como en la retencion. En otro estudio (Hannesson
et al. 2001a), las ratas que desarrollaron kindling del hipocampo dorsal (tres fases
5) fueron entrenadas y evaluadas, 7 dias después de la ultima fase 5, en una tarea
de laberinto elevado, en un campo abierto circular, en un campo abierto de
exploracion de objetos y en una tarea de laberinto acuatico, con la finalidad de
evaluar conductas relacionadas con la actividad, ansiedad, memoria de
reconocimiento de objetos y cognicién espacial. El kindling interrumpié la memoria
espacial y provocd un aumento en las conductas relacionadas a la actividad. Las
otras tareas no fueron afectadas. Los datos parecen indicar que el kindling del
hipocampo dorsal, interrumpe soélo las funciones mediadas por esta estructura. En
otro estudio, Hannesson et al. (2001b), estimularon a ratas en el hipocampo dorsal
hasta producirles kindling completo o fase 5. Posteriormente, las ratas fueron
entrenadas y evaluadas, de 7 a 28 dias después de la ultima estimulacién kindling,
en una tarea para medir discriminacion de objetos y en el laberinto acuatico de
Morris para medir su retencion espacial. Ellos encontraron que el kindling sélo
interrumpia la adquisicion para localizar la plataforma oculta del laberinto acuatico
de Morris; el déficit parecio ocurrir sélo en el aprendizaje espacial y en la memoria
a corto plazo de dicha tarea. No se encontraron deficiencias en una tarea de
discriminacion de objetos. Los datos sugieren, que el kindling del hipocampo dorsal
esta asociado con un déficit especifico en la memoria a corto plazo y en el
aprendizaje espacial.

También, se han evaluado los efectos del kindling en otras estructuras del
l6bulo temporal. Por ejemplo, Hannesson et al. (2005) estimularon eléctricamente a

ratas en la corteza perirrinal hasta que alcanzaron la fase 5 del kindling. Siete dias
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después de la ultima crisis fase 5 y en los dias subsecuentes, las ratas fueron
probadas en un laberinto elevado, en un campo abierto circular, en una tarea de
exploracion de objetos en campo abierto y en un laberinto acuatico. El kindling
incrementd la ansiedad en el laberinto de campo abierto y en el laberinto elevado e
interrumpi6 el reconocimiento espontaneo de objetos. Los sujetos no mostraron
deficiencias en la memoria espacial. Estos datos demuestran la importancia de la
especificidad de la estimulacion sobre los efectos conductuales, en donde, la
corteza perirrinal es fundamental en la memoria de objetos, tal como otros estudios
lo han confirmado (Bussey et al. 2006).

Sin embargo, los efectos del kindling sobre el aprendizaje y memoria pueden
depender del intervalo entre la ultima crisis o estimulacion eléctrica del kindling y la
tarea conductual (Hannesson & Corcoran 2000). Ademas, algunos estudios como
se vera mas adelante, no han reportado que el kindling provoque deficiencias en la
memoria.

1.6.2 Efectos no amnésicos del kindling

Cain et al. (1993), reportaron que las ratas que presentaron kindling
completo y las ratas que presentaron una postdescarga, mostraban severas
deficiencias en la ejecucion de un aprendizaje de lugar (primer dia de
entrenamiento en un laberinto acuatico). Sin embargo, en el segundo dia de
entrenamiento en el laberinto acuatico, sin dar otra estimulacién eléctrica, los
grupos adquirieron la informacién del primer dia de entrenamiento y no fueron
diferentes de los sujetos control en el segundo dia de entrenamiento. Los
resultados indicaban que el déficit en el primer dia de entrenamiento fue temporal y
probablemente resulté de una perturbacién temporal debida a la crisis. Los autores,

también propusieron que las crisis hipocampales, pero no el kindling, interrumpe el
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aprendizaje de lugar de esta tarea. Feasey-Truger et al. (1993), encontraron, que
las estimulaciones eléctricas para inducir kindling del hipocampo, interrumpian la
memoria de referencia pero no la de trabajo. La interrupcién en la ejecucion del
laberinto fue evidente en las fases pre-convulsivas del kindling, por lo que el
bloqueo en la memoria de referencia parecid deberse a la induccion de la
postdescarga. Después de suspender las estimulaciones eléctricas, se observo una
gradual recuperacién de la memoria. Casi en el mismo sentido, Robinson et al.
(1993), encontraron que el kindling completo (fase 5) de la via perforante, no
provocaba interrupciones en la adquisiciéon de una tarea de laberinto radial. En
cambio, las crisis o estimulaciones provocadas 30 o 45 minutos antes de cada
ensayo interrumpian la memoria.

Por otro lado, ratas con kindling extendido (varias estimulaciones eléctricas
después de la fase 5 hasta provocar crisis espontaneas) de la amigdala o de la via
perforante (recibieron 300 estimulaciones), y evaluadas en una tarea de laberinto
acuatico siete dias después del kindling, no mostraron deficiencias en la
adquisicion para localizar una plataforma oculta, en la latencia para alcanzar la
plataforma visible, ni en la velocidad de nado (Cammisuli et al. 1997).
Recientemente, animales con kindling parcial de la region de CA1 del hipocampo,
fueron evaluados en una tarea de laberinto acuatico. Las ratas con kindling
mostraron deficiencias en la retencién de la memoria espacial durante 4 semanas
pero no la séptima u octava semana después del kindling (Leung & Shen 2006).
Estos datos, plantean la posibilidad de que los efectos amnésicos del kindling
posiblemente dependan del intervalo entre la ultima crisis y la tarea a evaluar.

El kindling como modelo amnésico ha sido ampliamente estudiado, sin

embargo, paraddjicamente, otros autores (Adamec & Young 2000; Adamec 1999;
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Morgan et al. 1999) han sugerido que el kindling puede incrementar la funcién de la
estructura estimulada. Por ejemplo, se ha reportado que el kindling favorece
procesos como el aprendizaje y la memoria (Wig et al. 2002). A continuacién, se
describen, algunos trabajos al respecto.

1.6.3 Otros efectos del kindling

Se ha demostrado en ratas macho no copuladoras (son machos que no
muestran conducta sexual o copula a pesar de ser probadas con hembras
receptivas) que la induccion del kindling (Fase 5) en el area predptica medial
(APM: una estructura relacionada con la conducta sexual del macho) provoca el
inicio de conductas copulatorias desde el primer mes hasta el octavo mes después
de la ultima crisis (fase 5) (Portillo et al. 2003). No obstante, el kindling de la
amigdala (una estructura que no esta relacionada con la conducta sexual) de
animales no copuladores no induce la conducta copulatoria (Paredes et al. 1990).

Por otro lado, Morgan et al. (1999), demostraron que el kindling de la Cl en
ratas hembra virgenes (sin experiencia materna), facilitaba la conducta materna
hacia las crias, mientras que el kindling de la amigdala medial en ratas hembra con
experiencia materna disminuian esta conducta materna.

En el mismo sentido, Rosen et al. (1996), provocaron kindling parcial de la
amigdala y del hipocampo y evaluaron sus efectos sobre un condicionamiento del
miedo o “fear conditioning””, 24 horas después del kindling. Las ratas con kindling

parcial de la amigdala presentaron un sobresalto o miedo exagerado, comparado

” Condicionamiento del miedo o “Fear Conditioning”: es una tarea de aprendizaje y memoria de tipo
aversivo, el cual consiste en asociar un estimulo incondicionado (ej., un choque eléctrico) con un
estimulo condicionado (ej., una luz). El estimulo incondicionado o choque eléctrico se aplica en los
miembros anteriores y posteriores de las ratas, la finalidad es que el sujeto asocie la luz con el
choque, y que después con la sélo presentacion del estimulo condicionado o la luz, el sujeto
presente sobresaltos o brincos.
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con las ratas control y los animales con kindling del hipocampo. El kindling parcial
de la amigdala provoco un aumento en la expresién del ARNm de c-Fos, en toda la
region limbica (piriforme, perirrinal y entorrinal), la neocorteza, el caudado y el
nucleo accumbens. En contraste, el kindling parcial del hipocampo, provocé un
aumento en la expresion del ARNm de c-Fos, unicamente en el hipocampo (en el
giro dentado de la capa celular granulosa y en todas las regiones de CA, en toda la
region rostrocaudal de la formacién del hipocampo).

En la misma linea, (2004), animales con kindling de la amigdala basolateral
y posteriormente entrenados en el “fear conditioning”, seguian mostrando la
respuesta de miedo después de varias presentaciones del estimulo condicionado
sin el estimulo incondicionado. En un segundo experimento, una vez que los
animales habian extinguido el miedo previamente aprendido volvieron a recuperar
el miedo condicionado. Los autores propusieron que el kindling de la amigdala o la
excitacion del sistema de recuperacion de la memoria, refuerza la expresion del
miedo aprendido.

Utilizando ratas macho con kindling completo (fase 5) del Cl, de la amigdala,
de la CI, Paredes et al. (2000), determinaron la preferencia inicial hacia un
compartimento de una camara (la cual tenia 3 compartimentos). Después, los
sujetos con kindling recibieron estimulos eléctricos que provocaban nuevamente la
crisis fase 5. Al final de la crisis y durante la depresion conductual postictal
(respuesta reducida hacia estimulos ambientales con una baja actividad motora,
esto es comunmente observado después de la fase 5) los animales fueron
colocados en la camara no preferida durante 30 minutos. En dias alternados, los

animales ya sin recibir estimulaciones eléctricas, fueron colocados en la caja
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preferida. Al final del condicionamiento los animales kindling mostraron un claro
cambio de preferencia hacia la caja no preferida.

Como se describié en el capitulo “Plasticidad y kindling”, una caracteristica
notable del kindling, es la presencia de una enorme variedad de cambios
neuronales funcionales y estructurales a largo plazo, los cuales ocurren en
ausencia de dano neuronal a diferencia de modelos que inducen estatus epilepticus
por acido kainico, en donde el dafio neuronal es notorio, tal como veremos en el

siguiente capitulo.
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CAPITULO 2. MODELO DE ESTATUS EPILEPTICUS INDUCIDO POR ACIDO
KAINICO

Otro modelo que induce crisis generalizadas, consiste en la administracion
repetida de acido kainico, el cual es un agente neurotdéxico que actua sobre los
receptores de glutamato. A diferencia del kindling las crisis inducidas por acido
kainico estan asociadas con el dafio neuronal de diferentes regiones cerebrales. A
continuacion describiré brevemente las principales caracteristicas del modelo del
acido kainico.

2.1 Receptores de glutamato

El glutamato es uno de los principales neurotransmisores excitatorios. Los
receptores de glutamato generalmente se clasifican en receptores ionotrépicos, con
canales permeables a cationes y metabotrépicos que modifican la excitabilidad a
través de subunidades de las proteinas G. Hay tres familias de receptores
ionotropicos: AMPA, NMDA y kainato. Los subtipos de los receptores de glutamato
estan formados por subunidades. Los receptores de glutamato ionotropicos, estan
constitutitos por las subunidades de los receptores AMPA: GIuR1, 2, 3 y 4, las
subunidades de receptor de kainato: subunidades de baja afinidad (GIuR5, 6y 7) y
las de alta afinidad (KA1 y 2) y las subunidades de receptor NMDA: NR1 y NR2A,
2B, 2C y 2D. Los receptores de glutamato metabotropicos (mGIuR) estan
diferenciados en tres grupos: Grupo | comprende a las subunidades mGIuR1,5. El
Grupo Il (mGIuR2,3) y el Grupo Il (mGIluR4,6-8) (revisado en Morimoto et al. 2004).

2.2 Receptores de kainato

La familia de las subunidades que puede contribuir a la formacion de los
receptores de kainato, se puede dividir en dos subfamilias. La primera incluye las

subunidades GIuR5, GIuR6, GIuR7. GIuR6 que forman canales funcionales
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homomeéricos. Aunque, GIuR5 y GIuR?7, dificiimente lo hacen, son capaces de
combinarse con GIuR6 o de alguna de las subunidades de KA para formar
receptores heteroméricos. La otra subfamilia la constituyen las subunidades KA1 y
KA2 que no forman canales homomeéricos (Lerma 2004; Rodriguez-Moreno 2003).

La distribucion de las subunidades del receptor de kainato, varia en las
distintas regiones del sistema nervioso. GIuR5 se encuentra presente sobre todo en
neuronas de los ganglios de la raiz dorsal, el subiculum, el nucleo septal, la corteza
piriforme y el cingulo, asi como en las células de purkinje del cerebelo. GIuR6 es
abundante en las células granulares del cerebelo, en el giro dentado y en la region
CA3 del hipocampo, al igual que en el estriado. La subunidad GIuR7 esta presente
en poca cantidad en el cerebro pero se expresa, en particular en las capas
profundas de la corteza cerebral y el estriado, y en las neuronas inhibitorias de la
capa molecular del cerebelo. KA1 se encuentra restringido de forma casi exclusiva
en la region CA3 del hipocampo, aunque también se expresa en pequefas
cantidades, en el giro dentado, en la amigdala y en la corteza entorrinal. Por el
contrario, el mensajero de KA2 se encuentra practicamente en todos los nucleos
del sistema nervioso (Rodriguez-Moreno 2003).

2.3 Caracteristicas generales

En contraste al kindling, el modelo de estatus epilepticus provocado por
acido kainico (se caracteriza por crisis recurrentes y continuas), es mas facil de
inducir y su expresion es mas variable (por ejemplo, poco control sobre la cantidad
de crisis). Tipicamente, se administran sistematicamente altas dosis de acido
kainico (Morimoto et al. 2004). De acuerdo a Morimoto et al. (2004), los cambios
morfoldgicos que se observan en el hipocampo después del estatus epilepticus,

son mas semejantes a los cambios morfolégicos observados en humanos con
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epilepsia del I6bulo temporal. Sin embargo, en este modelo animal, el dafo
neuronal puede ser mas severo y amplio. La desventaja de este modelo, es que el
estatus puede ser dificil de controlar (muchos de los sujetos mueren en esta fase) y
el dafo puede ser extenso. Las lesiones neuronales se presentan a partir de las
primeras 4 horas después de la inyeccién de acido kainico y hasta 7 meses
después del estatus epilepticus. Las principales regiones afectadas son: el
hipocampo, la amigdala, corteza piriforme, la corteza entorrinal, la region septal, el
talamo. Las lesiones, incluyen la pérdida neuronal, gliosis, especificamente, la
presencia de microglia reactiva y necrosis en areas muy extensas (Covolan & Mello
2000; Chen & Buckmaster 2005; Hopkins et al. 2000).

Se han descrito al menos 3 fases en el modelo de estatus epilepticus
inducido por acido kainico (revisado en Leite et al. 2002). La fase aguda, se
caracteriza, por la pérdida neuronal y por la alta mortalidad de los sujetos asociada
a las prolongadas crisis. La fase latente, se caracteriza por varios cambios
moleculares y neuronales que pueden contribuir al proceso de epileptogénesis. En
esta fase, es baja la probabilidad de ocurrencia de las crisis espontaneas. Se ha
propuesto, que esta etapa puede ser el analogo a la adquisicion o al kindling
completo. La fase crénica, se caracteriza por crisis espontaneas recurrentes y
cronicas

2.4 Mecanismos y acciones de los receptores de kainato en la
excitabilidad

Los receptores de kainato se situan en la terminal postsinaptica de
conexiones particulares (por ejemplo, fibras musgosas-neuronas piramidales de

CA3 del hipocampo), mediando parte de la sefial sinaptica. También, los receptores
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de kainato se disponen en la terminal presinaptica, tanto de las sinapsis excitatorias
como inhibidoras, donde regulan la liberacién del neurotransmisor (Lerma 2004).

En las sinapsis excitatorias, si bien concentraciones altas de kainato
provocan un bloqueo en la excitabilidad, a concentraciones nanomolares, provoca
un aumento en la liberacién de glutamato. Esto significa que los receptores de
kainato controlan la liberacion del glutamato de manera bidireccional. Uno de los
aspectos mas importantes de los receptores de kainato, es que funcionan como
autorreceptores, dado que se ha demostrado que el glutamato liberado
sinapticamente es capaz de activarlos y potenciar la liberacion subsiguiente del
transmisor. Asi los receptores de kainato contribuyen a la plasticidad de corta
duracion, tan marcada y significativa en las sinapsis excitadoras.

Por otro lado, la aplicacién de kainato en células cultivadas o en rebanadas
de hipocampo provoca una depresion de las respuestas postsinapticas inhibitorias
(revisado en Lerma 2004). Posteriormente se puso en evidencia que mas que
interferir con los receptores de GABA, los receptores de kainato provocaban una
desinhibicion de las células principales al producir una reduccion del nivel inhibitorio
de estas. También, los receptores de kainato localizados en las terminales
inhibitorias pueden deprimir eficientemente la liberacion de GABA, lo que resulta en
una drastica reduccién de la entrada inhibitoria sobre las neuronas postsinapticas
(revisado en Lerma 2004). Los receptores de kainato situados en las terminales
gabaérgicas que hacen sinapsis sobre interneuronas inhibitorias de la capa de CA1
hipocampal facilitan en vez de inhibir la liberacién de GABA. Las interneuronas
inhibitorias reciben proyecciones gabaérgicas de interneuronas especificas que
controlan su excitabilidad. Esto indicaria que los receptores de kainato

presinapticos modulan la actividad sinaptica mediada por GABA entre
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interneuronas, revelando que el control de la liberacion de GABA por receptores de
kainato puede ser heterogéneo, dependiendo en ultima instancia de las
propiedades de las sinapsis gabérgicas. Es de notar, que el resultado de una
sobreliberacion de GABA en este sistema seria una sobreinhibicion de las
interneuronas gabaérgicas. Esto seria, por tanto, un mecanismo desinhibitorio que
se sumaria a la depresién de la liberacion de GABA inducida por los receptores de
kainato en las terminales gabaérgicas que contactan sobre las células piramidales.
Estos mecanismos, actuando al mismo tiempo, podrian producir por si mismos un
aumento en la excitabilidad poblacional, tal que eventualmente resulte en actividad
epiléptica (Lerma 2004). Esta continua despolarizacién puede ser excitotéxica,
causando necrosis y apoptosis, y dafando un amplio rango de células, las cuales
incluyen neuronas piramidales del hipocampo, neuronas del hilo dentado, neuronas
piriformes, etc (Morimoto et al. 2004).

Como anteriormente fue descrito, una caracteristica notable del kindling es la
enorme variedad de cambios neuronales asociados a este fendémeno. Estos
cambios neuronales, pueden tener efectos sobre los procesos de aprendizaje y
memoria. Un modelo de aprendizaje y memoria ideal para estudiar estos efectos,
es el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS), porque brinda enormes
ventajas sobre otras tareas de aprendizaje y memoria: 1) se conocen algunas de
las vias neuronales y estructuras implicadas en su formacién, 2) es un aprendizaje
sencillo y rapido. Por lo tanto, en el siguiente capitulo, describiré con mayor detalle

el CAS y su relacion con el kindling.
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CAPITULO 3. CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES

3.1 Caracteristicas generales

La conducta exitosa en la ingesta de los alimentos, depende de la capacidad
de recordar las consecuencias del alimento que se ha comido y asociado con las
propiedades comestibles del mismo. Por lo tanto, los animales necesitan
discriminar entre los alimentos seguros y como los téxicos, lo cual ayuda a su
sobrevivencia. Una de las habilidades de sobrevivencia mas importantes, es que
los animales han desarrollado una memoria del sabor que les permite evaluar la
familiaridad del sabor que previamente estuvo presente.

La neofobia es el miedo a un sabor o comida novedosa, esto provoca que
el animal consuma pequefas cantidades de la nueva comida o sabor (Sweatt 2003)
como una forma de precaucion a sabores o comidas desconocidas. No obstante,
cuando el sabor no tiene consecuencias negativas, éste llega a ser reconocido
como seguro conduciendo a un incremento en su consumo (atenuaciéon de la
neofobia). Pero si este nuevo sabor es asociado con un malestar, los animales lo
rechazaran cuando se vuelva a presentar, desarrollando una aversion de larga
duracion hacia el sabor. Esta forma de memoria de reconocimiento se llama
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) (Bermudez-Rattoni 2004).

El CAS fue por primera vez descrito por John Garcia et al (1955), quienes
demostraron que es posible desencadenar un condicionamiento aversivo hacia la
sacarina cuando este sabor es seguido por una exposicion a rayos gamma. Los
autores describieron que la sacarina es el estimulo condicionado (EC), mientras
que los rayos gamma estarian operando como el estimulo incondicionado (El).

El CAS tiene varias caracteristicas que lo hacen un modelo experimental

muy util para estudiar los mecanismos fisiologicos y anatémicos del aprendizaje y
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memoria (Bermudez-Rattoni 2004; Bermudez-Rattoni et al. 2004). Una de las
principales ventajas es el conocimiento de las vias neuronales y estructuras
implicadas en su formacion. Otra ventaja, es que el sabor es asociado facilmente
con el malestar gastrointestinal después de un unico apareamiento entre el sabor
(el estimulo condicionado: EC) y el malestar (el estimulo incondicionado: El). Por
ultimo, una fuerte aversion al sabor puede ser provocado incluso si el retardo es
muy grande entre EC y el EC (revisado en Schafe et al. 1995b) .

Este condicionamiento consiste en asociar un sabor novedoso (EC) con
cualquier sustancia que produzca un malestar (El). Generalmente se utilizan como
EC, solucion de sacarina y como El, solucién de cloruro de litio (LiCl), el cual es
inyectado intraperitonealmente y produce peristalsis, flacidez, diarrea entre otros
efectos (Nachman & Hartley 1975; Niijima & Yamamoto 1994). La consecuencia de
esta asociacion se manifiesta durante la segunda presentacion del EC; si el
consumo del EC disminuye, entonces se infiere que el animal aprendi6 ya que evita
el sabor (Bermudez-Rattoni 2004).

Se le conoce como extincion a la exposicidn no reforzada de un estimulo
condicionado, previamente pareado y que conduce a una disminucidén progresiva
de la respuesta condicionada (RC) (revisado en Rosas & Bouton 1996). No
obstante, este fenbmeno, no refleja un olvido o un proceso de desaprendizaje del
trazo original (la asociacién EC-EI que ocurre durante la adquisicion del CAS), sino
refleja un proceso de reaprendizaje (Rescorla 1996), es decir, el sujeto aprende
otra nueva asociacion durante la extincion, la relacion EC-no El (EC, es la sacarina
y noEl, es la no presentacion del LiCl durante la extincién del CAS). Esto ultimo
significa, que los sujetos en la extincion, aprenderan que el EC no les produce el

malestar gastrointestinal. Diversos tipos de fendbmenos apoyan que la extincién no
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es un olvido: 1) Recuperacion espontanea: una vez extinguida, la respuesta
condicionada (RC) puede recuperarse con el tiempo sin requerir de otro
entrenamiento. 2) Ahorro: la readquisicion de la respuesta extinguida requiere
menos ensayos que el entrenamiento original. 3) Reincorporacion: la exposicion
sélo del EC puede restaurar la RC (revisado en Berman et al. 2003).

Se ha propuesto (Eisenberg et al. 2003) que durante la extincion se
observan dos fendmenos: 1) El trazo original EC-EI, ya que se puede distinguir la
intensidad del aprendizaje aversivo de la asociacion original EC-EIl. 2) El trazo EC-
no El, es decir, durante la extincion, la presentacion del EC pero sin la exposicion
del El, implica que el sujeto aprende asociar que la sacarina o EC no le produce
ningun malestar, el sujeto tiene que reaprender una nueva asociacion. Estos dos
trazos compiten por el control de la conducta, en donde la salida de esta
competencia depende la aceptacién innata del sabor y del indice de aversion
original después del entrenamiento (Berman et al. 2003).

3.2 Neuroanatomia y fisiologia del CAS

3.2.1 Informacion gustativa

Diversos estudios han identificado las vias del gusto (Bermudez-Rattoni
2004; Bermudez-Rattoni et al. 2004; Yamamoto 2006; Yamamoto et al. 1998;
Yamamoto & Sawa 2000; para mas informacion ver Yamamoto et al. 1994). Desde
la cavidad oral, la codificacién del sabor empieza con la transduccion quimica. La
informacion del sabor que proviene de la boca y lengua, alcanza la parte rostral del
nucleo del tracto solitario (NTS) a través del nervio facial (par craneal VII), y el
nervio glosofaringeo (par craneal IX), y a partir de la laringe y faringe a través del
nervio vago (par craneal X). Las neuronas desde NTS proyectan ipsilateralmente al

nucleo parabraquial posteromedial. También las fibras alcanzan al nucleo
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parabraquial dorsolateral (NPBd) en el mesencéfalo y desde esta estructura, a
través de dos vias envia proyecciones: una hacia el hipotalamo lateral, nucleo de la
cama de la estria terminal y amigdala (central y basolateral) y la otra hacia la parte
parvocelular del nucleo ventral posteromedial del talamo (VPM) y de ahi se envian
proyecciones a la Cl. Véase la figura 1.

3.2.2 Informacioén visceral

Hay dos vias por las cuales el estimulo visceral se transmite al sistema
nervioso central (Bermudez-Rattoni 2004; Bermudez-Rattoni et al. 2004; Yamamoto
& Sawa 2000; ver Yamamoto et al. 1994). En el primer caso, el estimulo que irrita
directamente al sistema gastrointestinal, es primero procesado a través del nervio
vago (X). En el segundo caso, el estimulo visceral (por ejemplo, el cloruro de litio)
que induce el malestar viaja a través del torrente sanguineo y alcanza el area
postrema, una region con una barrera hematoencefalica perforada. Ambas vias
proyectan a la parte caudal del nucleo del tracto solitario (NTS), el cual envia
proyecciones al subnucleo lateral externo del nucleo parabraquial (NPBe) y a partir
de ahi, finalmente la informacién viaja a la amigdala central (AMGc) y al nucleo
paraventricular del hipotalamo. También desde la parte lateral externa del nucleo
parabraquial (NPB) se envian proyecciones a la parte parvocelular del talamo
ventral posterolateral (VPL) y de ahi la informacion se dirige hacia la Cl. Véase la

figura 1.

49



Talamo
Mervio VPL ;
Glosofaringeo 1X

AMG

Nervio Rostral sdl NEM BL :
Facial VI EC i

_ T NS NPB ) $
Nerwo\l’aig}( — CEIIE.EIIdEH e EE s

Figura 1. Esquema de las principales vias cerebrales del gusto y viscerales. Las lineas sdlidas representan los axones
que llevan la informacién gustativa y visceral. Las lineas punteadas representan las proyecciones involucradas en el
condicionamiento aversivo a los sabores pero cuya naturaleza de la informacion sensorial es desconocida. AMG, amigdala; AP,
area postrema; BL, amigdala basolateral; CE, amigdala central; EC, estimulo condicionado; El, estimulo incondicionado; sdl,
subnucleo dorsolateral; sle, subnucleo lateral; exterior; Cl, corteza insular; NBM, nucleo basal magnocelular; NTS, nucleo del
tracto solitario; NPB, nucleo parabraquial; VPL, nucleo ventral posterolateral del talamo; VPM, nucleo ventral posteromedial del

tadlamo. Tomado de Bermudez-Rattoni (2004)

Como se describié anteriormente, ambas vias, visceral y gustativa
convergen en varias estructuras cerebrales, que se encargan de la integracién del
malestar gastrointestinal con el sabor. Las principales estructuras que llevan a cabo
esta integracion son el NPB (Reilly 1999), el NTS (Houpt et al. 1994; Spray &
Bernstein 2004), la amigdala (AMG) (Bermudez-Rattoni et al. 2004; Lamprecht &
Dudai 2000; Roldan & Bures 1994; Tucci et al. 1998) , la Cl (Bermudez-Rattoni et
al. 2004) y él talamo gustativo (Lasiter 1985; Lasiter et al. 1985). Otras estructuras
cerebrales que también se encuentran involucradas pero han sido menos
estudiadas, son el hipotalamo (Touzani & Sclafani 2002), la corteza prefrontal
(Hernadi et al. 2000) y la corteza perirrinal (ver en Sewards & Sewards 2001).

A continuacién describiré brevemente las evidencias que demuestran la

participacion de algunas de estas estructuras en el CAS.
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3.2.3 Estructuras de integracioén visceral y gustativa

3.2.3.1 Nucleo del tracto solitario

El nucleo del tracto solitario se encuentra paralelo a los nucleos
parasimpaticos de los nervios vago y glosofaringeo. Se localiza lateral a ellos y se
extiende aproximadamente en la misma longitud rostrocaudal. EI NTS recibe fibras
aferentes relacionadas al gusto y aferencias viscerales que entran por medio de los
nervios vago, glosofaringeo y facial. El nucleo rodea el tracto solitario, el cual se
compone de muchas de las fibras aferentes que provienen de los nervios craneales
(para mas detalle ver Paxinos 1995). Como se mencion6é anteriormente, las
aferencias gustativas estan representadas rostralmente, mientras que las
aferencias viscerales estan representadas caudalmente.

Con respecto al NTS, Yamamoto y Sawa (2000) determinaron la localizacién
de las representaciones sensoriales y hedodnicas en el NTS, mediante una
inmunohistoquimica para la proteina c-Fos. Los resultados mostraron que la
expresion de esta proteina aumentd después de la administracion de las infusiones
intraorales e intragastricas de sacarosa, sacarina, quinina y agua. Yamamoto y
Sawa (2000) encontraron una mayor inmunoreactividad de c-Fos en el NTS rostral,
cuando las infusiones eran intraorales, en cambio cuando eran intragastricas, no
encontraron cambios, confirmando que la representacién de esta area es de
caracter sensorial gustativa (no heddnica). En niveles caudales e intermedios, tanto
la estimulacion intraoral como intragastrica con sacarosa, aumentaron la cantidad
de c-Fos, lo que puede considerarse una evidencia de que en estas regiones del
NTS se produce la convergencia inicial entre las aferencias sensoriales gustativas y
viscerales, y en donde se pueden representar los aspectos heddnicos de la

informacion gustativa aferente (Yamamoto & Sawa 2000). Asimismo, se han
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identificado una serie de neuronas, localizadas en la porcidon parvocelular de la
region intermedia del NTS (pcNTSi) que responden sdélo al EC (son estimulos que
se han convertido en aversivos, tras su asociacion con un agente inductor de
malestar) y no al estimulo incondicionado (revisado en, de la Torre-Vacas &
Aguero-Zapata 2006). Es importante mencionar que el patrén de respuesta de las
neuronas del NTSi ante estimulos gustativos aversivos, depende de sus
conexiones ipsilaterales con determinadas estructuras como por ejemplo, la AMGc
(Spray & Bernstein 2004).

Estos hallazgos sugieren que NTS puede estar implicado en la formacién o
en la valoracion de aspecto heddnico del CAS.

3.2.3.2 Nucleo parabraquial

El nucleo parabraquial es una estructura situada en la zona dorsal lateral del
puente, rodeando el haz de fibras del braquium conjutivum o pedunculo cerebeloso
superior. Tradicionalmente se ha dividido en dos subnucleos principales: el nucleo
lateral (NPBI) y el nucleo medial (NPBm), aunque en la actualidad se aceptan la
existencia de dos subnucleos mediales (externo y central) y siete subnucleos
laterales (central, ventral, dorsal, externo, extremo, superior e interno) (para mas
detalle ver Norgen 1995; Reilly 1999).

Las neuronas gustativas estan localizadas en la parte posterior del NPB,
principalmente en el subnucleo medial, el subnucleo lateral ventral, y en el
subnucleo medial externo y el area del braquium conjutivum. Sin embargo, se ha
descrito (revisado en Bermudez-Rattoni 2004), que las fibras del gusto también
alcanzan el subnucleo dorsolateral del NPB. Por otro lado, la informacion visceral
asciende al NPB desde el NTS asi como del area postrema. La informacién visceral

general (incluyendo la cardiovascular, la respiratoria y los procesos nociceptivos)

52



es transmitida a todos los subnucleos del NPB lateral. De particular relevancia, la
informacion ascendente que proviene del tracto gastrointestinal. Por ejemplo la
informacion que proviene de la intoxicacién provocada por el cloruro de litio (LIiCl),
induce la expresion de c-Fos en el nucleo lateral externo, lateral central y en el
subnucleo medial externo del NPB (Sakai & Yamamoto 1997; Yamamoto et al.
1992). Asi, el NPB representa una confluencia de modalidades sensoriales donde
las poblaciones de neuronas gustativas y no gustativas se pueden traslapar (para
mas detalles del NPB ver Reilly 1999).

Diversos estudios indican que el NPB puede estar involucrado en al menos
tres de las fases del CAS (revisado en Reilly 1999). Deteccion del estimulo
condicionado (EC), deteccion del estimulo incondicionado (El), y en la asociacion
del EC-El. Dependiendo de la extensién y lugar del dafo (o desactivacion
neuronal), una lesion del NPB puede afectar uno o mas de estos componentes.
Especificamente, lesiones del NPB medial interrumpen el procesamiento del EC,
causando una reduccién en la intensidad percibida del estimulo gustativo, lo cual
puede retardar la adquisicion del CAS. Los profundos déficits del aprendizaje
aversivo observados en ratas con dafio del NPB medial, no obstante reflejan una
inhabilidad especifica para formar una asociacién entre el EC y El. Las lesiones
del NPB lateral disminuyen la sensibilidad de la informacion viscerosensorial, y
provocan una alteracion en la percepcidn del El evitando el desarrollo de la
aversion condicionada hacia el EC. Finalmente, las lesiones que bloquean el
funcionamiento de todos los nucleos del NPB, provocan una suma de todos los
déficits, porque las lesiones abarcan las subdivisiones mediales y laterales del

NPB (revisado en Reilly 1999).
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3.2.3.3 Amigdala

El término amigdala, deriva de la palabra griega “almendra”, la cual se puede
describir como una masa ovoide de materia gris que se encuentra en la porcion
medial del I6bulo temporal. La amigdala es un complejo multinuclear, que ha sido
de gran interés por su implicacibn en la conducta emocional. El complejo
amigdaloide es estructuralmente diverso y comprende 13 nucleos. Ademas incluye
otras subdivisiones que tienen conexiones internucleares e intranucleares
extensas. Estos nucleos y subnucleos se clasifican sobre la base de su
citoarquitectura, histoquimica y de las conexiones que tienen. La nomenclatura de
estos nucleos estd basada en lo descrito por Price et al. (1987) con algunas
modificaciones (McDonald 1998). En esta clasificacién, los nucleos de la amigdala
se dividen en 3 grupos principales: 1) el grupo de los nucleos profundos o grupo
basolateral, el cual incluye: el nucleo lateral, el nucleo basal y el nucleo basal
accesorio; 2) el grupo de los nucleos superficiales, que incluye al nucleo cortical y a
los nucleos del tracto olfatorio lateral; 3) el grupo centromedial, el cual incluye al
nucleo medial y central. Hay otro conjunto de nucleos que no caen dentro de estos
grupos, como son la masa de células intercaladas y el area amigdalohipocampal
(para mas detalle ver Alheid et al. 1995; Pitkanen 2000; Sah et al. 2003).

Los nucleos de la amigdala que estdn mas implicados en el CAS, son la
AMGc y basololateral (AMGb) (Lamprecht & Dudai 2000), por lo que las
descripciones posteriores en torno a la amigdala y el CAS se enfocaran en estos
dos nucleos amigdalinos.

3.2.3.3.1 Amigdala central

La AMGc (la cual pertenece al grupo centromedial de la amigdala) esta

localizada dorsomedialmente en la parte rostral de la amigdala, limitada
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lateralmente por el complejo basolateral o nucleo basolateral, dorsalmente por el
globus pallidus y medialmente por la estria terminal. Caudalmente, la AMGc
termina cuando aparece el ventriculo lateral. La AMGc tiene 4 divisiones. Capsular,
lateral, intermedia y medial (revisado en Sah et al. 2003).

Diferentes estudios sugieren que la AMGc participa en el CAS (Lamprecht &
Dudai 1996; Lamprecht & Dudai 2000; Navarro et al. 2000; Schafe et al. 1995a). Se
ha planteado que la AMGc (Dunn & Everitt 1988), esta principalmente involucrada
con los aspectos generales novedosos del ambiente. En un estudio, realizado por
Koh et al (2003b), se sugiere este posible papel de la AMGc. En este trabajo,
cuando las ratas fueron expuestas a un estimulo novedoso se observd una
elevacion de la expresion de c-Fos en la AMGc; en cambio esto no se observd
cuando fueron expuestas a un sabor familiar.

Por otro lado, diversos trabajos (Ferreira et al. 2006; Gu et al. 1993; Koh et
al. 2003a; Lamprecht & Dudai 1995; St Andre et al. 2007; Yamamoto et al. 1997),
indican que la AMGc procesa la informacion visceral provocado por el EI. En
general, en estos estudios se ha observado un aumento en la expresion de c-Fos
en la AMGc, después de que los animales son inyectados con una solucion de LiCl.

En la misma linea (Kwon et al. 2008), recientemente encontraron, mediante
el analisis de PCR en tiempo real, la presencia de c-Fos, Fra-2, c-Jun y JunD en la
amigdala. Por hibridacién in situ, encontraron en la AMGc una elevacion de la
expresion del ARNm de c-Fos y Fra-2, después de que los sujetos fueron
inyectados con el LiCl y después de que los animales habian adquirido el CAS. La
inmunohistoquimica también reveld un incremento en la expresion de Fra-2,
después de la inyeccién de LiCl y después de la adquisicion del CAS. De acuerdo a

los resultados, el gen de expresion inmediata, c-Fos es importante para el
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aprendizaje aversivo, pero c-Fos no es el uUnico implicado en este tipo de
aprendizaje, por lo tanto la expresion de otras proteinas de la familia AP-1
(diferentes a c-Fos y Jun) pueden participar en el desarrollo del CAS (Kwon et al.
2008). Este trabajo, demuestra la participacién de otras proteinas diferentes a c-
Fos, en la formacién del CAS y que los cambios de c-Fos y Fra2 en la AMGc
pueden contribuir al desarrollo del aprendizaje aversivo al sabor. Ademas confirma
los hallazgos realizados en AMGc en los que c-Fos se expresa sélo después de la
inyeccion de LiCl. La expresién de c-Fos no sélo indica mayor actividad neuronal,
sino que c-Fos es necesario para la codificacion del CAS. Esto fue demostrado por
Lamprecht y Dudai (1996); cuando estos autores realizaron mircroinyecciones de
oligonucledtidos antisentido para c-Fos dentro de la AMGc, la adquisiciéon del CAS
fue bloqueada.

Sin embargo, St. Andre et al. (2007), han mostrado que aunque las
evidencias indican una posible implicacion de la AMGc en el procesamiento del El,
los datos conductuales en el CAS han proporcionado poca evidencia de su
participacion en esta tarea de aprendizaje. Sin embargo, los mismos autores, al
final de su discusion, no niegan la posible participacién de la AMGc en el CAS, ya
que ello mismos, encontraron un incremento en la expresion de c-Fos en la AMGc
(St Andre et al. 2007) después de la presentacion del LiCl.

Se ha propuesto que la AMGc (2007) incrementa la sensibilidad para
detectar el estimulo condicionado después de la adquisicion del CAS, lo cual es
importante para reconocer el significado del sabor (es decir, el reconocimiento del
significado del EC, una vez que se ha adquirido el CAS). En trabajos pasados,
Yamamoto (1997) encontré que la sacarosa (estimulo condicionado que se usé en

la adquisicion del CAS) pero no la sacarina (presentado sélo después de la
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adquisicion del CAS y no en la adquisicion), inducia en la AMGc, un incremento en
la expresiéon de c-Fos después del establecimiento del CAS. Los siguientes
estudios, fueron corroborando sus primeros hallazgos. Tokita et al. (2004),
demostraron que la estimulacion eléctrica en la AMGc (al mismo tiempo se les
administraba intraoralmente la solucién de NaCl y otros sabores, como sacarina,
quinina, etc), después de la adquisicién del CAS, provocaba un efecto excitatorio
en varias neuronas del NPB, sobre todo en las neuronas sensibles al cloruro de
sodio®; este efecto no fue observado cuando estimularon la Cl. Los autores
propusieron que la AMGc posiblemente module la actividad de las neuronas
gustativas en el NPB y que estas neuronas sensibles al NaCl pueden jugar un
papel critico en el reconocimiento del sabor al NaCl.

Se ha propuesto (1997), que la AMGc es una estructura necesaria para la
codificacion de la memoria a largo plazo del CAS. En este sentido, Lamprecht et al.
(1997), investigaron la proteina de union CRE (CREB: cAMP response element-
binding protein), la cual estd implicada en multiples tipos de plasticidad neuronal
(Carew 1996; Frank & Greenberg 1994). Para evaluar esta proteina durante el
CAS, Lamprecht et al. (1997), administraron en la AMGc de la rata (catorce horas
antes del entrenamiento del CAS), microinyecciones locales de
oligodeoxinucledtidos (ODNs) antisentido para CREB, lo cual, provocé un descenso

transitorio en el nivel de la proteina CREB durante el entrenamiento del CAS y un

8En este mismo estudio, Tokita et al. (2004) encontraron, después de la adquisicion del CAS, un incremento en la actividad
neuronal del NPB ante la presencia del estimulo condicionado (cloruro de sodio, NaCl) y fue observado exclusivamente en
neuronas que responden al NaCl sensibles a amilorida (diferentes tipos de células neuronales responden mejor a una
cualidad gustativa, para una revision ver Smith et al. 2000) y no ante la presencia de otros sabores. En el NPB existen
diversos grupos neuronales que responden mejor a una cualidad gustativa, tal como sacarosa, NaCl, etc. (Nishijo & Norgren
1990), por lo tanto, lo destacado de este trabajo, fue que sdélo ante la presencia del NaCl (el estimulo condicionado) hubo un
incremento de la actividad neuronal Unicamente en las células que responden al NaCl y no se encontré ningn cambio en la
actividad neuronal en otros sabores que fueron Unicamente presentados después de la adquisicion del CAS.
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bloqueo en la memoria a largo plazo, cuando los sujetos fueron evaluados de 3 a 5
dias después del entrenamiento. En contraste los animales con ODNs sentido, no
mostraron una alteracién en la memoria. El antisentido para CREB en la AMGc no
tuvo efecto sobre la recuperacion de la memoria una vez que ésta se formé y
ademas no tuvo efecto sobre la memoria a corto plazo. Lamprecht y Dudai (1997)
concluyeron que la AMGc, es necesaria para la memoria a largo plazo y que este
proceso implica cambios a largo plazo, donde la expresion de los genes regulados
por CRE tiene lugar en la AMGc y por lo tanto, dicha estructura podria estar
principalmente implicada en la codificacion de la memoria a largo plazo mas que
simplemente modular el trazo gustativo durante adquisicion del CAS. En otra serie
de estudios (Bahar et al. 2004; Bahar et al. 2003), mediante una canula implantada
cronicamente en la AMGc, se hicieron microinfusiones locales de anisomicina, un
inhibidor de la sintesis de proteinas, o propanolol, un bloqueador de los receptores
B-adrenérgicos para probar el efecto de las drogas sobre la adquisicion del CAS.
Para ello, en el dia del condicionamiento, la anisomicina se administré 20 minutos
antes y el propranolol inmediatamente después de la presentacion del EC. Los
resultados mostraron que tanto la inhibicion de la sintesis de proteinas, como el
bloqueo de los receptores B-adrenérgicos, interrumpen, la adquisicion del CAS. Los
autores sugirieron que la AMGc central es esencial para la formacién a largo plazo,
o consolidacion, de la memoria aversiva al sabor (Bahar et al. 2003).

3.2.3.3.2 Amigdala basolateral

La AMGb comprende al nucleo basal y lateral. ElI nucleo lateral esta
localizado en el aspecto dorsal de la amigdala; éste nucleo linda ventralmente con

el nucleo basal. Este nucleo esta limitado lateralmente por la capsula externa y
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medialmente por la AMGc. El nucleo central tiene 3 subdivisiones: el nucleo mas
pequefo llamado dorsolateral, el mas grande llamado ventrolateral, y el medial. El
nucleo basal se localiza ventral al nucleo lateral y se subdivide en magnocelular,
parvocelular e intermedio (revisado en Sah et al. 2003).

Diversos trabajos han demostrado (para mas detalle ver Bermudez-Rattoni
et al. 2004; Lamprecht & Dudai 2000) que la AMGb es una estructura muy
importante para el desarrollo del CAS.

Se ha planteado que la AMGb esta implicada en el procesamiento del
malestar gastrointestinal (Ferreira et al. 2006; Miranda et al. 2002).

Al respecto, St. André et al. (2007), evaluaron la expresion de c-Fos después
de la inyeccion intraperitoneal de LiCl y observaron un incremento en la expresion
de c-Fos en la AMGDb, después de la inyeccién de LiCl.

Asimismo, se ha reportado (Gallo et al. 1992; Roldan & Bures 1994) que la
inactivacién de la AMGDb por tetrodotoxina (TTX) después del estimulo gustativo o
antes del estimulo visceral interrumpe la formacién del CAS. Sin embargo, la
inactivacién por TTX antes del EC (estimulo gustativo) no interrumpe el desarrollo
del CAS. Esto podria indicar que la amigdala no estd implicada en el
procesamiento inicial del sabor, sino que estaria implicada en el procesamiento de
la informacién visceral. De acuerdo a estos resultados, Miranda et al. (2002),
mediante estudios de microdialisis, encontraron un aumento en la liberacion de
glutamato en la AMGb, después de inducir un malestar gastrico mediante LiCl. El
aumento en la liberacién de glutamato no ocurrié después de la presentacion del
sabor novedoso (EC). En este mismo trabajo, justamente antes de la inyeccion de
una dosis baja de LiCl (dosis incapaz de inducir un claro CAS), se administraron

microinyecciones de glutamato intra-amigdalares, resultando en el desarrollo de un
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claro aprendizaje aversivo al sabor. Esto no ocurrié si unicamente se inyectaba el
glutamato (es decir sin la presencia de la dosis baja de LiCl). Estos resultados,
sugieren que el glutamato en la AMGb esta relacionado con el procesamiento de la
entrada de la sefal visceral.

Siguiendo la misma linea de investigacion, Ferreira et al. (2006), inyectaron
a un grupo de ratas una dosis baja de LiCl (la cual no induce un claro CAS) y a otro
grupo una dosis alta (suficiente para inducir un claro CAS). Cuando evaluaron la
expresion de c-Fos en la AMGc y basolateral, encontraron un incremento en la
expresion de c-Fos en la AMGc y basolateral, pero unicamente con la dosis alta de
LiCl. Es importante sefalar, que en la ClI, tanto con la dosis alta como baja de LiCl
se observo un aumento en la expresion de c-Fos. Es decir, la amigdala parece ser
importante para el procesamiento de la informacion visceral y su activaciéon
depende de la intensidad del estimulo incondicionado (LiCl). La CI, que se
describira mas adelante, estd mas bien implicada en los procesos asociativos EC-
El.

Recientemente, otro estudio (Kwon et al. 2008), confirmé la posible
participacion de la AMGDb, en el procesamiento del estimulo visceral (El). A través
de una inmunohistoquimica, la AMGb mostré un incremento en la expresion de Fra-
2, después de la inyeccion de LiCl (solo se presentd el LiCl, no se apared con el
EC) y después de la asociacion EC-EI. Estos resultados indican, que la amigdala
esta implicada en el procesamiento del EI en la adquisicion del CAS, en donde la
proteina Fra 2 esta relacionada con este tipo de procesamiento.

Yamamoto ha propuesto (2007) a la AMGb como una estructura importante,

tanto para la adquisicion como para la expresion del CAS. Al respecto, Yasoshima
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y Yamamoto (1997), administraron microinyecciones de inhibidores de PKC dentro
de la AMGDb, durante el intervalo EC-EI, encontrando que los sujetos fracasaron en
adquirir el CAS. Cuando administraron este inhibidor de la PKC, 30 minutos
después de la presentaciéon EC-EI, se interrumpié la formacion del CAS. En otro
trabajo, Yasoshima et al. (2000), bloquearon los receptores de glutamato de la
AMGb (mediante antagonistas especificos a los receptores AMPA, NMDA vy
metabotrdpicos) y encontraron que el bloqueo de cada uno de los tres subtipos de
receptor, entre el consumo de la sacarina (EC) y la inyeccion de LiCl (El),
interrumpid la adquisicion del CAS. Después de la adquisicion del CAS, sin
embargo, sélo el bloqueo de los receptores AMPA, pero no los receptores NMDA,
ni los metabotrépicos, danaron la expresion del CAS. Los resultados indican que
ambos receptores ionotropicos (AMPA y NMDA) son necesarios para la adquisicion
del CAS, mientras que solo receptores AMPA son importantes para la expresion o
evocacion del CAS. Los autores sugieren, que la transmision glutamatérgicas esta
implicada en la formacién y almacenamiento de la memoria gustativa asociada a
los cambios heddnicos de lo positivo a lo negativo (Yasoshima et al. 2000). Estos
resultados, también confirman que la AMGb es un sitio importante tanto para la
adquisiciéon como para la expresiéon o evocacion del CAS (Yamamoto 2007; 2005).
Esta segunda funcién (expresién o evocacion del CAS) de la AMGb, fue descrita en
un estudio previo, realizado por Yasoshima et al. (1995). Mediante estudios
electrofisiolégicos en animales en libre movimiento, las respuestas de la AMGb
hacia el sabor o EC, aumentaron durante la recuperacion o evocacion del CAS,
después del condicionamiento.

Los estudios previos, sugieren que la AMGb es una estructura importante en

la formacion del CAS. Especificamente se ha propuesto, que la AMGb modula la
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consolidacion de la memoria, pero regulando el procesamiento de otras estructuras
cerebrales (McGaugh 2000). Esto ha sido confirmado, por el trabajo de Miranda y
McGaugh (2004). En este estudio, cuando se administraron microinfusiones de un
agonista muscarinico (8-bromo adenosin monofosfato 3'-5' ciclico o 8-Br-AMPc, un
analogo de AMPc) en la Cl, aumentd la intensidad del CAS, pero este efecto fue
bloqueado cuando en la AMGb se hicieron microinfusiones de propanolol, un
antagonista de receptores —adrenérgicos. En el mismo sentido, Ferreira et al.
(2005), observaron que las infusiones intracerebrales de glutamato en la AMGD, en
animales inyectados con una dosis baja de LiCl (la cual es incapaz de inducir un
claro aprendizaje aversivo), provocaron un fuerte aprendizaje aversivo. Sin
embargo, cuando en la ClI los receptores NMDA se bloqueaban con un antagonista,
se elimind el incremento del aprendizaje aversivo provocado por la infusion de
glutamato en la AMGb. Estos hallazgos, sugieren que la AMGb y el glutamato
posiblemente regulen la consolidacion de la memoria en otras estructuras
cerebrales, en este caso Cl (Ferreira et al. 2005; Miranda & McGaugh 2004).

Otra funcién, en la cual ha sido implicada la AMGb, es en la extincién del
CAS. Al respecto, Bahar et al. (2004; 2003), demostraron mediante
microinfusiones en la AMGb, de anisomicina (un inhibidor de la sintesis de
proteinas) o propanolol (un bloqueador de los receptores [-adrenérgicos), que
tanto la anisomicina como el propanolol, no bloquearon la adquisicion [para evaluar
la adquisicion, las microinfusiones fueron hechas 20 minutos antes (anisomicina) y
después (propanolol) de la presentacion del EC], pero bloquearon la extinciéon del
CAS (para evaluar el efecto sobre la extincidn, la anisomicina fue microinfundida 20

minutos antes y el propanolol inmediatamente después de la realizacion de la
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primera prueba de extincion del CAS). Estos resultados sugieren que la AMGDb,
podria estar implicada en la formacién de un nuevo aprendizaje, el cual ocurre en la
extincion. Ademas de que los receptores B-adrenérgicos, y la sintesis de proteinas
estan relacionados con la extincion.

Reilly y Bornalova (2005), han propuesto que aunque las lesiones en la
AMGD interrumpen CAS, esta alteracion parece ser mas bien consecuencia de una
interferencia en la neofobia. Estos autores al revisar una serie de estudios (para
mas detalle ver la revision 2005), encontraron que la interrupcion del CAS en
animales con lesiones en la AMGb usualmente se acompafa por un consumo
mayor del EC sobre el primer ensayo del condicionamiento. Por ejemplo, animales
lesionados con acido iboténico, en la AMGb (Yamamoto 1993; Yamamoto &
Fujimoto 1991), en la primera exposicion al EC o primer ensayo del
condicionamiento, aumentaron el consumo del EC. Un trabajo hecho por Kwon et
al. (2008) también podria sugerir este posible rol de la AMGb. Se formaron dos
grupos, uno preexpuesto a sacarosa (grupo sabor familiar) y otro sin exposicion
previa (grupo sabor novedoso). En el grupo sabor familiar, AMGb, mostré una
disminucién significativa en él numero de células positivas a Fra2 comparado con el
grupo sabor novedoso. En la AMGb, no encontraron cambios significativos en la
expresion de c-Fos ante la presencia de un estimulo novedoso. Los autores indican
que la disminucién de Fra2 en la AMGb sugiere una correlacidon especifica con el
aprendizaje aversivo a los sabores y que Fra-3 ARNm en la AMGb puede contribuir
durante al aprendizaje aversivo al sabor. Del mismo modo, Koh et al. (2003b),
tampoco encontraron, en la AMGb cambios en la expresién de c-Fos ante la
presencia de un sabor novedoso. De acuerdo a Reilly y Bornalova (2005), la

interrupcion de la formacion del CAS, se debe a esta atenuacion de la neofobia. En
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un trabajo mas reciente (Figueroa-Guzman & Reilly 2008), encontraron que la
atenuacién de la neofobia gustativa depende de la activacion de los receptores
NMDA de la AMGDb.

3.2.3.4 Corteza insular

La corteza insular (Cl) de la rata, ocupa la orilla dorsal del surco rinal y se
extiende dorsalmente a los limites de las areas somatosensorial primaria y
secundaria. La Cl ha sido dividida dentro de la regién anterior, la cual es
principalmente agranular, y una region posterior, la cual presenta las areas
disgranular y granular, ocupando la porcion dorsal del campo. Caudalmente, el
area granular desaparece cerca del nivel del foramen de Monro, y Cl agranular se
fusiona o mezcla imperceptiblemente con la corteza perirrinal (revisado en Gabella
1995).

La CI ha sido principalmente considerada por décadas como una estructura
importante en la formacion de la memoria gustativa, en la adquisicion y en el
almacenamiento del CAS (Bermudez-Rattoni 2004; Bermudez-Rattoni et al. 2004).

Estudios previos indican que la Cl juega un papel importante en la
codificacion de la memoria al sabor (Rosenblum et al. 1997; Rosenblum et al.
1993). Koh et al. (2003b), por ejemplo han reportado un incremento de la
expresion de c-Fos en la Cl ante la presencia de un sabor novedoso.

Berman et al. (1998), identificaron que la Cl se activa ante un sabor
novedoso (sabor no familiar), pero no ante un sabor familiar. Estos autores,
mediante un analisis Western blot, encontraron que las MAP cinasa (mitogen-
activated protein kinase o proteinas cinasas activadas por mitégenos: MAPK),
especificamente las cinasas reguladas por sefiales extracelulares (Extracellular

signal-regulated kinases: 1-2: ERK1-2), se activaron dentro de la primera media
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hora después del consumo del sabor novedoso. En contraste, ERK1-2 no se activo
ante la presencia de un sabor familiar. Los autores concluyen que ERK
especificamente se activa ante la presencia de un sabor novedoso. En otro estudio
(Berman et al. 2000), veinte minutos antes de la presentacion de un estimulo
novedoso, se realizaron microinyecciones de antagonistas dopaminérgicos,
glutamatérgicas, colinérgicos, p-adrenérgicos y gabaérgicos dentro de la CI.
Encontraron que los receptores NMDA, metabotropicos de glutamato,
muscarinicos, $-adrenérgicos y dopaminérgicos, contribuian en la adquisicién de la
memoria de un sabor nuevo; en este caso, los antagonistas a estos receptores
habian bloqueado la memoria al sabor e interrumpieron todo el efecto atenuante de
la inhibicién latente en el CAS (en la inhibicion latente, los animales son
preexpuestos a un sabor novedoso antes de la adquisicion del CAS, esto conduce
a una disminucion de la aversiéon adquirida durante el CAS, es decir, la familiaridad
del estimulo EC disminuye su efectividad para adquirir la respuesta aversiva).
Estudios previos demostraron (1998) que ERK1-2 se activa ante la presencia de
un sabor novedoso. Para probar los efectos de los diferentes ligandos de los
neurotransmisores sobre la activacion de ERK1-2, Berman et al. (2000), realizaron
microinfusiones de antagonistas dentro de la CI, 20 minutos antes de la exposicién
a un sabor novedoso y familiar. Treinta minutos después de la ingesta del sabor (en
el cual la activaciéon de ERK1-2 es maxima, 1998), los sujetos fueron sacrificados y
sus cerebros fueron procesados para analizar la actividad de ERK1-2. Encontraron
que la activacion de ERK1-2 por el sabor novedoso depende de los receptores
muscarinicos y NMDA. Los antagonistas a los receptores NMDA y muscarinicos

bloquearon la actividad de ERK1-2, en animales que habian ingerido el sabor
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novedoso, en cambio, cuando se consumio el sabor familiar, no se modificé la
actividad basal de ERK1-2 ante la presencia de los antagonistas a los receptores
NMDA y muscarinicos..

Miranda et al. (2003), propusieron que la actividad colinérgica en la Cl esta
relacionada con el procesamiento del sabor novedoso. Algunos autores han
encontrado (2000), que cuando los sujetos consumen un estimulo novedoso, se
eleva la liberacién de la acetilcolina cortical comparado con la liberacion observada
durante la presentaciéon del estimulo familiar. Cuando el estimulo novedoso se
presentaba en varias ocasiones, la liberacién de la acetilcolina disminuye a niveles
que aquellos producidos por el sabor familiar, indicando una relacién inversa entre
familiaridad y la liberacion cortical.

La exposicion a un estimulo novedoso en la rata, es seguida por una
disminucién en la ingesta, esto es conocido como neofobia. Este efecto
gradualmente desaparece y el consumo se incrementa desde la segunda
presentacion del sabor (proceso llamado atenuacion de la neofobia). Gutiérrez et
al. (2003), utilizaron un procedimiento no aversivo (atenuacién de la neofobia; en
esta condicion los sujetos consumen una solucion de sacarina al 0.5% por 15
minutos, posteriormente durante 4 dias adicionales se mide el consumo de la
sacarina o la respuesta neofdbica) para evaluar la relevancia de los receptores
muscarinicos de la Cl. Encontraron, que la escopolamina, un antagonista de los
receptores muscarinicos (microinyectada en la CI, 20 minutos antes,
inmediatamente después, o 2 horas después de la primera experiencia al sabor.)
bloqued la atenuacién de la neofobia, sugiriendo que los receptores muscarinicos
estan implicados en la adquisicion y consolidacion de la atenuacion de la neofobia.

Sin embargo, el antagonista a los receptores NMDA no tuvo efecto alguno. En
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resumen, el bloqueo de lo receptores muscarinicos, pero no los NMDA impide que
un sabor novedoso llegue a ser familiar.

Por otro lado, la Cl ha sido considerada como una estructura importante en
el procesamiento de la asociacién EC-EI. Al respecto, durante la adquisicion del
CAS, Ferreira et al. (2006), inyectaron a un grupo de ratas, dosis baja de LiCl (que
no induce un claro CAS), y a otro grupo se le inyectdé una dosis alta de LiCl, que
induce un CAS. Posteriormente se evaludé la expresion de c-Fos en la Cl vy
encontraron que tanto la dosis baja como la dosis alta de LiCl provocaban un
incremento en la expresion de c-Fos en la Cl. Estos resultados, sefialaban a la ClI
como una zona implicada en la asociacion EC-EI, sin importar si la dosis de LiCl es
suficiente para inducir CAS (Ferreira et al. 2006).

Berman et al. (1998), han propuesto que la Cl es necesaria para la
consolidacion de la memoria a largo plazo del CAS. En su estudio, antes de la
presentacion del EC, inmediatamente microinyectaron inhibidores de la expresién
de las MAPK/ERK en la CI. Esto provocd, un déficit en la memoria a largo plazo del
CAS, sin afectar la memoria a corto plazo, concluyendo que la activacién de ERK
participa en la consolidacion de la memoria aversiva al sabor a largo plazo.
Posteriormente, Berman et al. (2000), demostraron que los antagonistas a
receptores NMDA, muscarinicos, de glutamato metabotropicos, B-adrenérgicos,
dopaminérgicos, inyectados 20 minutos antes de la ingesta del sabor novedoso o
estimulo condicionado, atenuaron el aprendizaje aversivo al sabor. Los autores
concluyeron, que estos receptores son importantes para la formacion de la
memoria del CAS.

Sin embargo, en otro trabajo (Ferreira et al. 2002), encontraron un papel

diferencial entre los receptores NMDA y muscarinicos de la Cl. Evaluaron la
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memoria a corto y largo plazo del CAS; para ello a los animales se les presenté
nuevamente el EC, 4 y 72 horas después de la inyeccion de LiCl. Antes de la
presentacion del EC, se administraron microinyecciones de escopolamina (un
antagonista a los receptores muscarinicos) en la Cl,. Estas inyecciones interfirieron
con la memoria a corto plazo y largo plazo. El bloqueo de los receptores NMDA,
con APS5, antes, pero no después de la presentacion del EC, interrumpio la
memoria a largo plazo, dejando intacta la de corto plazo. Sin embargo, cuando los
sujetos fueron inyectados una hora después de la induccién del malestar, AP5
bloqued tanto la memoria a corto y largo plazo. Ferreira et al. (2002), sugirieron que
los receptores muscarinicos participaban en el procesamiento de la memoria al
sabor, mientras que los receptores NMDA estaban implicados en la consolidacion
de la memoria al sabor (porque las infusiones de AP5, antes pero no después de la
presentacion del EC, bloquearon la memoria a largo plazo del EC). Sin embargo,
estos datos también sugieren que los receptores NMDA estan implicados en los
estadios tardios de la adquisicion o en la memoria a largo plazo del CAS
(Bermudez-Rattoni et al. 2004).

Algunos estudios descritos anteriormente, sugieren que la activacion de los
receptores NMDA regulan la formacion de la memoria del CAS. En la misma linea,
Gutiérrez et al. (1999), microinyectando AP5 (2-amino-5-phosphonovalerate acid),
un bloqueador de receptores NMDA, en la Cl, antes o después del entrenamiento o
adquisicién del CAS, encontraron que AP5 bloqueaba el aprendizaje aversivo al
sabor.

La potenciacion a largo plazo (Long-term potentiation: LTP), es considerada
una forma de plasticidad sinaptica dependiente de actividad, la cual se caracteriza

por cambios de larga duracion en la eficacia sinaptica. La LTP se ha reconocido
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como un mecanismo que subyace al aprendizaje y la memoria (Bliss & Collingridge
1993) y los receptores NMDA juegan un rol pivote en la induccién de este
fendmeno (Collingridge 1987). Estudios previos (Escobar et al. 1998) demostraron
que la estimulacion de alta frecuencia en la AMGb inducia LTP en la Cl y que el
bloqueo de los receptores NMDA interrumpia la LTP de la Cl. Posteriormente,
Escobar y Bermudez-Rattoni (2000), demostraron que la LTP de la Cl (la LTP fue
provocada antes del entrenamiento al CAS), inducida por la estimulacién de alta
frecuencia en la AMG, incrementaba la retencion del CAS. Antes del
entrenamiento del CAS, Escobar et al. (2002), administraron en la CI, un
antagonista competitivo de los receptores NMDA (3-2carboxipiperazin-4-yl-propyl-
1-phosphonic acid, CPP) el cual provocd una interrupcion de la adquisicion del
CAS, asi como de la LTP inducida en la Cl. En cambio, cuando se administraron en
la CI, un antagonista de los receptores metabotréopicos de glutamato (RS-a-methyl-
4- carboxyphenylglycine, MCPG), no se interrumpio la adquisicion del CAS, ni la
induccion de la LTP de la Cl. Estos hallazgos, sugieren que la LTP dependiente de
los receptores NMDA, posiblemente constituye un mecanismo para la memoria del
aprendizaje aversivo al sabor.

Recientemente, Castillo et al. (2006), encontraron que las microinfusiones de
BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) en la Cl, administradas antes del
entrenamiento del CAS, aumentaron la retencion del mismo. El BDNF es una
proteina que puede modificar la eficacia sinaptica. Por ejemplo, las microinfusiones
de BDNF en la Cl (Escobar et al. 2003), inducen una potenciacion duradera de la
eficacia sinaptica, en la Cl de la rata. Asimismo, recientemente se demostro
(Moguel-Gonzalez et al. 2008), que la liberacion de BDNF revierte las deficiencias

sobre el CAS, causadas por un inhibidor de la sintesis de proteinas (anisomicina)
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administrado en la Cl. Todos estos datos, apoyan la idea de que la Cl es esencial
para la memoria a largo plazo del CAS, donde la LTP y el BDNF participan en su
integracion.

Por otro lado, se ha encontrado (Desmedt et al. 2003) que el CAS induce
una fuerte activaciéon de la proteina de unién CRE (cAMP response element-
binding protein) en la Cl. Esta proteina es esencial para la formacion de la memoria
a largo plazo en varias especies y tipos de aprendizaje (Frank & Greenberg 1994).

Otro papel que se le ha adjudicado a la Cl, es con respecto a su
participacion en la extincion. En un estudio realizado por Berman y Dudai (2001),
veinte minutos antes de la primera prueba de evocacion se administraron en la Cl
microinfusiones de anisomicina, un antagonista de los receptores NMDA (D,L-2-
amino-5-phosphonovaleric acid, APV), propanolol o escopolamina. Los resultados
mostraron que solo la anisomicina y el propanolol bloqueaban la extincién. Por lo
tanto, estos datos indicarian que la extincion en el CAS depende de la sintesis de

proteinas y de la activacion de los receptores p-adrenérgicos.

3.3 Algunas anotaciones del CAS

Diversas lineas de investigacion descritas en este capitulo demuestran que
la AMGc, AMGb y CI, participan en la formacion del CAS. La Cl es una de las
estructuras donde hay un acuerdo mas amplio, con respecto a su funcion en el
CAS. Los datos previos sugieren a la Cl como una estructura necesaria en la
retencion de la memoria aversiva y en la memoria al sabor. Mientras, que en la
AMGc y AMGDb, no hay un acuerdo general con respecto a la funcidon exacta que
cada una de ellas tiene en el CAS. Por ejemplo, ambos nucleos, se describen como

dos estructuras implicadas en el procesamiento de la sefal visceral. Sin embargo,
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a pesar de las discrepancias sobre el papel de la AMG en el CAS, es evidente, que

ambos nucleos de la AMG, central y basolateral, juegan un papel importante en el

desarrollo del CAS.

Como punto final, describiré un modelo propuesto por Bermudez-Rattoni et

al. (2004), el cual explica algunos posibles mecanismos implicados tanto para el

trazo de la memoria al sabor como para la memoria a un sabor aversivo:

Un nuevo sabor activa al nucleo basal magnocelular [una estructura
que se ha visto implicada en la formacion de la memoria al sabor
(Miranda & Bermudez-Rattoni 1999)], el cual libera acetilcolina hacia
la Cl y activa los receptores muscarinicos de la misma (Miranda et al.
2000). La activacion de los receptores muscarinicos induce la
fosforilacion de proteinas cinasa de tirosina de la subunidad 2B de
los receptores NMDA en la Cl (Rosenblum et al. 1997). La induccién
del malestar visceral produce liberacién de glutamato en la amigdala,
activando los receptores NMDA de la Cl, en donde la fosforilacion
previa de la subunidad 2B de los receptores NMDA podria facilitar la
respuesta de la entrada glutamatérgica proveniente de la AMG
(Escobar et al. 1998; Miranda et al. 2002), de esta forma se
cambiaria, el trazo de la memoria de un sabor seguro a un trazo de la
memoria aversiva. La formacién de la memoria aversiva al sabor,
activa la proteina de union CRE (cAMP response element-binding
protein) en la Cl (Desmedt et al. 2003), la cual induce sintesis de
proteinas que sostienen la consolidaciéon de la memoria al sabor

aversiva (Frank & Greenberg 1994).
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3.4 Efectos de la estimulacion eléctrica en el CAS

Diferentes estudios han mostrado que Ila estimulacidn eléctrica
subconvulsiva, pueden interferir con el CAS. Cuando este tipo de estimulacion fue
aplicado entre el intervalo del EC-EI, se observé que el grupo estimulado en AMG
no aprendio la tarea. (LePiane & Phillips 1978). Se reportaron, resultados similares
cuando la estimulacién fue aplicada en diferentes intervalos después de la
inyeccion de apomorfina como El. Los grupos estimulados en AMG, 1 minuto, 30
minutos o 3 horas después del El, mostraron una interrupcion del aprendizaje
aversivo. Los grupos que fueron estimulados 12 horas después del estimulo
incondicionado o durante la extincion aprendieron la tarea aversiva al igual que el
grupo control. Lo cual indicaba que la estimulacion subconvulsiva en AMG provoca
una interrupcion del CAS que depende del tiempo ya que si la estimulacion es
administrada a pocas horas de la asociacion del EC-EI produce un bloqueo del
CAS (Kesner et al. 1975).

El efecto interruptor de la estimulacion subumbral parece ser especifico de la
AMG, porque la estimulacion de otras regiones como por ejemplo, el caudado-
putamen o sustancia nigra pars compacta no interfiere con el CAS (LePiane &
Phillips 1978).

En un estudio realizado por Mikulka y Freeman (1984), a un grupo de ratas
a las cuales se les indujo kindling de la AMG (3 crisis fase 5), fueron entrenadas en
el CAS y se formaron los siguientes grupos: un grupo control al cual se le desarrollo
kindling, pero no recibié estimulos eléctricos durante la asociacion EC-EI, otro
grupo con kindling al cual se le aplicé una estimulacion eléctrica durante el intervalo
EC-EI, es decir 15 minutos antes del El; otro grupo también con kindling pero que

recibié una estimulacién eléctrica 15 y 30 minutos después de la inyeccion de LiCl.
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Los grupos a los cuales se les aplico la estimulacion eléctrica durante y después
del El no mostraron aversion, es decir hubo un bloqueo del CAS. Estos resultados
indicaban de manera clara que las crisis inducidas en animales con kindling
interfieren en el aprendizaje cuando las crisis convulsivas ocurren durante la
asociacion del EC-EI o inmediatamente después del El. Sin embargo, los animales
con kindling a los cuales no se les aplicd la estimulacidén eléctrica, durante la
asociacion EC-El y después del El, aprendieron la aversién (Mikulka & Freeman
1984). En otro estudio, realizado por Peele y Gilbert (1992), también reportaron que
animales que habian desarrollado kindling, cuando se les administraba una
estimulacién eléctrica, durante el intervalo EC-EI, interrumpia el aprendizaje
aversivo al sabor. Un resultado muy similar fue reportado después de aplicar
shocks electroconvulsivos durante la asociacion del EC-EI o después del El. Los
animales no mostraron el trazo aversivo (Arthur 1975).

Estos resultados sugieren que las crisis provocadas durante la asociacion
EC-EIl interrumpen el CAS, ademas indican que aun cuando los animales han
desarrollado kindling, si las crisis no son provocadas durante la adquisicion del
CAS, los animales son capaces de aprender la aversion al sabor. Lo cual indica
que el intervalo entre la ultima crisis influye en la interrupcién o no de la memoria
aversiva al sabor.

Solo un trabajo ha reportado (Wig et al. 2002) que el kindling de la AMGb
puede facilitar el aprendizaje aversivo al sabor. En este estudio, los animales son
estimulados eléctricamente (este era el El) después de la presentacion de una
solucion con sabor (EC). Posterior a varias estimulaciones, los sujetos

significativamente bebieron menos del sabor condicionado. Ademas cuando se
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realiz6 una prueba de preferencia de sabores, los animales consumieron
significativamente menos del sabor que fue pareado con la estimulacién kindling.
Estos datos fueron interesantes, ya que a estimulacién pudo haber bloqueado la
memoria del sabor, evitando que se forme la asociacion EC-EI, sin embargo, esto
no ocurrié porque los sujetos fueron capaces de aprender y recordar la aversién al
sabor. Es decir, el El o estimulacion eléctrica no interfirié el proceso asociativo del

EC-EL
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CAPITULO 4.

4.1 Planteamiento y justificacion del problema

Existen datos contradictorios sobre el efecto del kindling en el aprendizaje y
la memoria, ya que mientras algunos autores postulan que puede favorecer a estos
dos procesos (Wig et al. 2002), otros sugieren que los puede interrumpir
(Hannesson & Corcoran 2000). Lo que se ha propuesto, es que el déficit cognitivo
depende del intervalo entre la ultima crisis fase 5 del kindling y la tarea conductual
a evaluar (Hannesson & Corcoran 2000).

Por otro lado, una caracteristica notable del fenédmeno del kindling, es la
enorme variedad de cambios neuronales funcionales y estructurales a corto y a
largo plazo que estan involucrados en el kindling (Morimoto et al. 2004). Asi por
ejemplo, se han reportado cambios en los niveles de expresion de las proteinas
GAP-43 (Elmer et al. 1996) y Syp (Li et al. 2002), las cuales se expresan en
condiciones de plasticidad neuronal (Benowitz & Routtenberg 1997; El Far & Betz
2002; Valtorta et al. 2004). Ambas proteinas, estan asociadas a diversas funciones
tales como, el remodelamiento sinaptico y la regulacion de la liberacién del
neurotransmisor (Benowitz & Routtenberg 1997; El Far & Betz 2002; Valtorta et al.
2004). Estas proteinas también se encuentran involucradas en los procesos de
aprendizaje y memoria (Holahan et al. 2007; Routtenberg et al. 2000). Por lo tanto,
el kindling, el aprendizaje y la memoria pueden compartir los mismos mecanismos
de plasticidad neuronal.

Dado los antecedentes previos, la finalidad del presente trabajo fue evaluar
si el kindling favorece o interrumpe el condicionamiento aversivo a los sabores

(CAS), 28 dias después de la ultima fase 5 del kindling. Este intervalo fue
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seleccionado, porque Li et al. (2002), encontraron 28 dias después de la ultima
crisis fase 5, un aumento en los niveles de expresion de la Syp. Nosotros
sugerimos que los cambios observados en los niveles de expresion de la Syp
posiblemente afecten el aprendizaje aversivo.

De acuerdo a lo anterior, se propuso evaluar, si los cambios observados en
el aprendizaje aversivo de los sujetos con kindling de la AMGc y CI, estan
relacionados con cambios en los niveles de expresion de GAP-43 y Syp.

Finalmente se compararon los efectos sobre el CAS en un modelo de
epilepsia, conocido como estatus epilepticus inducido por acido kainico que a
diferencia del kindling provoca dafio neuronal (Chen & Buckmaster 2005). Esto nos
permitira sugerir que la plasticidad neuronal asociada al kindling es la que provoca
cambios importantes en una tarea de aprendizaje como el CAS, y que no son

producto del dafno neuronal.

4.2 Objetivos generales
e Evaluar si 28 dias después de la ultima crisis fase 5 del kindling de la AMGc
y de la ClI se facilita o favorece el aprendizaje aversivo al sabor.
e Evaluar si los efectos del kindling sobre el CAS estan asociados con
modificaciones en los niveles de expresion de la GAP-43 y Syp.
e Evaluar si el modelo del acido kainico, el cual induce crisis generalizadas y

provoca dano neuronal, produce déficits en el CAS.

4.3 Hipétesis generales
e Veintiocho dias después del kindling de la AMGc y CI, aumentara la fuerza

del aprendizaje aversivo al sabor.
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Los efectos del kindling sobre el CAS estaran relacionados con
modificaciones en la expresion de GAP-43 y Syp
El modelo del acido kainico, el cual produce crisis generalizadas semejantes

a las del kindling, interrumpira el aprendizaje aversivo al sabor.
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CAPITULO 5. METODO GENERAL

5.1 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).

5.2 Diseio

Se integraron los siguientes grupos:

Ratas implantadas

1. Enla AMGc 6 en la Cl o en el APM pero sin kindling: kindling falso
(sham).
2. En Cl y con kindling
3. Enla AMGc y con kindling
4. En el APM y con kindling (este grupo se utiliz6 como control, ya que
esta estructura no esta implicada en el CAS).
5.3 PROCEDIMIENTO:
5.3.1 Cirugia
Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (95mg/Kg) y xilazina (12mg/Kg),
y colocadas en el estereotaxico para la implantacion de un electrodo bipolar. La
implantacion se realizdé en una de las siguientes estructuras: AMGc derecha, Cl
derecha y APM derecha. Para la implantacién de los electrodos en estos sitios se
tomaron las siguientes coordenadas de acuerdo a Paxinos y Watson (1987):
AMGc, 4.1 mm lateral a la linea media, 2.1 mm posterior a bregma y 8 mm de
profundidad a partir de la duramadre; Cl, 5.5 mm lateral a la linea media, 1.2 mm

anterior a bregma y 5.5 mm de profundidad a partir de la duramadre y APM 0.5 mm
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lateral a la linea media, 0.2 mm posterior a bregma y 8 mm de profundidad a partir
de la duramadre.

Una vez que se llevé a cabo la implantacion, se fij6 el electrodo utilizando 3
tornillos colocados en el craneo (uno funciona como tierra), los cuales fueron
cubiertos con acrilico dental.

5.3.2 Kindling

Una semana después de la implantacion, las ratas fueron estimuladas
eléctricamente a través del electrodo bipolar para detectar el umbral de la
postdescarga (PD) de cada sujeto. Los animales se estimularon con pulsos
bifasicos cuadrados de 1 ms de duracion, a 60 Hz y con una duracion del tren de
pulsos de 1 seg. El estimulo inicial fue de 50 pA y la intensidad se fue aumentando
de 50 pA en 50 pA hasta la aparicion de la PD (espigas ritmicas de alta amplitud
que varian en frecuencia y duracion). Iniciando el dia siguiente, se administré un
estimulo diario con los parametros que se establecieron en la primera postdescarga
para cada sujeto. Para la induccién de la PD de la AMGc y CI se requirieron 150
uA, para el APM se necesitaron 400 pA.

Después de cada estimulo se registraron las manifestaciones conductuales
de los animales y se clasificaron de acuerdo a las 5 fases descritas por Racine
(1972): fase 1= clonos facial; fase 2 = fase 1 mas cabeceo (nodding); fase 3= fase
2 mas clonos de miembros anteriores, fase 4= fase 3 mas levantamiento de los
miembros anteriores y fase 5= fase 4 mas caidas, con pérdida del control y la
postura. Todos los sujetos presentaron al menos tres fases 5 consecutivas al final

del procedimiento del kindling.
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El tiempo transcurrido entre la ultima crisis Fase 5 y el dia de la adquisicion
del CAS fue de 28 dias.

5.3.2 CAS

Todas las ratas fueron privadas de agua durante 24 horas y entrenadas a
tomar agua en dos sesiones de 10 minutos (mafiana y tarde) durante 6 dias con el
fin de obtener la linea base de consumo. El consumo fue medido y registrado,
diariamente, con una probeta graduada de 50 ml. En el séptimo dia (dia de la
adquisicién), en la sesion matutina el agua fue sustituida por una solucion de
sacarina al 0.1%; 30 minutos después los animales fueron inyectados
intraperitonealmente (i.p.) con una solucién de LiCl (7.5ml/kg i.p., 0.2M). Durante el
dia séptimo, octavo y noveno se registr6 nuevamente la linea base de consumo de
agua. En el dia 10 y hasta el vigésimo sexto dia, sélo en la sesién matutina el agua
se sustituyo por la solucién con sacarina (en la sesion vespertina se les daba agua)
con el fin de evaluar la retencion y el proceso de extincién del CAS, el registro de
consumo de sacarina y agua se realizd6 diariamente (mafiana y tarde,
respectivamente).

5.3.3 Analisis estadistico

Se us6 un ANDEVA y pruebas Post-hoc Fischer para evaluar el aprendizaje
aversivo a los sabores, el numero de estimulos totales para inducir la fase 5 y la

duracion de la postdescarga del kindling.
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CAPITULO 6. EXPERIMENTOS 1y 2 (ANALISIS DEL KINDLING)

En los experimentos 1 y 2, que posteriormente se describiran en detalle, se
indujo a los animales kindling en diferentes estructuras cerebrales para evaluar
posibles modificaciones en el CAS. A continuacion presentaré uUnicamente los
resultados del desarrollo del kindling eléctrico tomando en cuenta a los sujetos de
ambos experimentos para facilitar la presentacién y discusién de los resultados.
Los resultados sobre el CAS se describiran en cada experimento respectivamente.

6.1 METODO

Sujetos

Se utilizaron 85 ratas macho de la cepa Wistar.

Estos sujetos tienen las mismas condiciones (Procedimiento: cirugia y
kindling) descritas en el Método General.

Analisis estadistico

Se us6é un ANDEVA vy pruebas Post-hoc Fisher para la cuantificacion del
numero de estimulos y la duracién de la postdescarga del kindling. El numero de
estimulos para inducir la primera fase 5, entre los diferentes grupos, se analizé con
un ANDEVA de una via para medidas independientes. La duracién de la
postdescarga se analizd6 con un ANDEVA 3 (grupos) x 10 (numero de
postdescarga) para medidas repetidas seguida de la prueba post hoc de Fisher.

6.2 RESULTADOS

Histologia

El sitio del electrodo (ver figura 2,3 y 4) fue determinado por dos
observadores, en donde uno de ellos fue ciego al grupo.

A continuacién se describe en la tabla 2, como quedaron conformados los

grupos tanto para el experimento 1 como para el experimento 2.
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Tabla 2. Distribucién de los sujetos en el experimento 1 en donde se evalud el

efecto del kindling sobre el CAS y en el experimento 2 donde se estudiaron los

cambios inducidos por el kindling en el CAS asociados a modificaciones en GAP 43

y Syp.

REGION DE IMPLANTE Exp 1 |Exp2 Total
Corteza Insular (CI) 14 9 23
Amigdala central (AMGc) 15 9 24
Area preéptica medial (APM) 13 8 21
Sham 10 7 17
Totales 52 33 85

Abreviaturas: Exp, experimento
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A continuacion se presenta la histologia de todos los sujetos con kindling

Intergmiral BRI mm Bregma 180 mm Tnéeraweal 970 man Eregma 1.7 nim

Figura 2. Se muestra el sitio del electrodo para cada uno de los animales que
desarrollaron kindling de Cl de los experimentos 1y 2. Los puntos negros representan

a cada uno de los sujetos con kindling.

Invtermsral 860 mm Bavgma 048 man Intermeral B.20 mm Feregnaa -0,80 nmn

Figura 3. Se muestra el sitio del electrodo para cada uno de los animales que
desarrollaron kindling del APM. Los puntos en negros representan a cada uno de

los sujetos con kindling.
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Inséeramiral 721 mm it pann s & B o Bavgesa 208 mun

Figura 4. Se muestra el sitio del electrodo para cada uno de los animales que
desarrollaron kindling de AMGc. Los puntos en negros representan a cada uno de
los sujetos con kindling.

Kindling

El ANDEVA de una via demostré diferencias significativas en el numero de
estimulos para inducir la fase 5 (F65= 25.96, p< 0.0001). Las pruebas post hoc
demostraron que el APM necesit6 mas estimulos para inducir la fase 5 con
respecto a los animales con kindling de la Cl (p<0.01) y AMGc (p<0.01). El nimero
de estimulos para inducir fase 5 en AMGc fue significativamente mayor que para

Cl. Ver tabla 3.
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Tabla 3. Se muestra el numero de estimulos para inducir la fase 5. Los datos se

expresan como media * Error estandar

Sitio estimulado | Numero de Estimulos para
inducir la Fase 5.
Amigdala central 9.88 * 0.41
(n=24)
Corteza Insular 13.92 £ 1.34°V¢°
(n=23)
Area Preéptica 22.90 + 1.84 CLAMGe
Media (n=21)

En APM se encontraron diferencias significativas en el nimero de estimulos para inducir la Fase 5
con respecto a AMGc y Cl. En CI también se encontraron diferencias significativas con respecto a
AMGc. Todas las p<0.05.

El ANDEVA de la duraciéon de la postdescarga mostré una diferencia
significativa en el factor grupo (estructuras estimuladas), F9= 537.59, p<0.0001,
en el factor sesion (numero de la PD), F9= 32.33, p<0.0001 y en la interaccion
grupo x sesion, Fp9= 11.25, p<0.0001 (Fig. 5). Las pruebas post hoc mostraron
que la duracion de la PD en la Cl fue menor mientras que la duracion de la PD es
mayor cuando se estimula la AMGc y el APM (Fig. 5). También se puede notar un
incremento en la duracion de la primera PD a la ultima PD que presentdé cada
estructura. En la figura 5 se muestra la duracién de la PD de la fase 5, en Cl se
observa que es la que tiene una menor duracién con respecto a APM y AMGc

(F(17.18= 17.18 p<0.0001).
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DURACION DE LA POSTDESCARGA (PD)
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Figura 5. Duracion de las postdescargas para cada una de las estructuras estudiadas. Obsérvese como
se va incrementando la duracion de la PD conforme se desarrolla el kindling. Abreviaturas: AMGc,
amigdala central; Cl, corteza insular; APM, area predptica medial. Diferente de APM: *p<0.05, **p<0.01.

Diferente de AMGc: °p<0.05, °°p<0.01. Los datos se expresan como media * Error estandar.
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6.3 DISCUSION

En el presente estudio las caracteristicas electroencefalograficas para cada
una de las estructuras estimuladas fueron muy semejantes a las descritas en otros
estudios. Los sujetos con kindling de la AMGc necesitaron alrededor de 10
estimulaciones, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura en donde se
requieren aproximadamente entre 8-15 estimulos para producir la fase 5 (Goddard
et al. 1969; Joy 1985; Paredes et al. 1990; Racine 1972b) y la duraciéon de la PD
fue de 62 segundos, concordando con lo reportado en la literatura, en donde varia
entre 50 y 100 segundos (Adamec et al. 2004; Joy 1985; Morgan et al. 1999;
Paredes et al. 1990; Racine 1972b). Para el APM, se ha reportado (Goddard et al.
1969; Paredes et al. 1990; Portillo et al. 2003) que se necesitan entre 17 y 32
estimulos para inducir la fase 5, lo cual es muy semejante a nuestros resultados: 23
estimulos. La duracion fluctia entre 20 y 75 segundos (Morgan et al. 1999;
Paredes et al. 1990); en nuestro estudio observamos una duracién maxima de la
PD de aproximadamente 41 segundos.

Existen escasos estudios que hayan caracterizado el kindling de la CI
(Mohapel & Corcoran 1996; 2001).Un estudio mas detallado fue realizado por
Mohapel et al. (2001), quienes reportaron que se requieren de 4 a 12
estimulaciones eléctricas para inducir la fase 5; en nuestro estudio, se requirieron
aproximadamente 14 estimulos para producir la fase 5. Nuestros datos mostraron
que la duracion de la PD de la primera fase 5, fue de 15 segundos y en el estudio

de Mohapel et al. (2001) reportaron una duracién aproximada de 16 a 56 segundos.
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CAPITULO 7. EXPERIMENTO 1 (CAS Y KINDLING)

7.1 INTRODUCCION

Como previamente se describié en la seccion1.6, existe cierta controversia
en el efecto que tiene el kindling sobre el aprendizaje y memoria. Este tipo de
controversia ha originado ciertas sugerencias aun no comprobadas, las cuales
proponen que el déficit cognitivo depende del intervalo entre la ultima crisis fase 5
del kindling y la tarea conductual.

Dado estos antecedentes, la finalidad del presente trabajo fue evaluar si el
kindling favorece o interfiere con CAS, 28 dias después de la ultima fase 5 del
kindling.

Como se describié anteriormente, en el capitulo 3, durante el CAS ocurre un
fendmeno llamado extincién, proceso que no refleja un proceso de desaprendizaje
u olvido del trazo original (la asociacion EC-EI que ocurre durante la adquisicion del
CAS), sino refleja un proceso de reaprendizaje (Rescorla 1996), es decir, el sujeto
aprende otra nueva asociacién durante la extincion, la relacion EC-no EI (EC, es la
sacarina y noEl, es la no presentacion del LiCl durante la extincién del CAS). Sin
embargo, en la extincidon no soélo se puede observar un trazo, sino se expresan dos
trazos: la asociacion original EC-EIl y la asociacion EC-no El. Si los sujetos con
kindling muestran una fuerte aversion y un retardo en la extincion con respecto a
los sujetos sham, podria sugerirse una alteracion en el proceso de extincion o que
el aprendizaje aversivo fue muy “fuerte”. Una forma de probar que la extincion no
es un olvido, es realizando un segundo CAS pero con dosis bajas de LiCl que no
inducen un clara aversion. Entonces si los sujetos han tenido un fuerte aprendizaje
durante la adquisicion del primer CAS, se espera que después de la extincién del

primer CAS, en el segundo CAS con la baja dosis de LiCl recuperen o recuerden
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mejor el aprendizaje aversivo. Para ello, los sujetos que previamente habian sido
entrenados en el CAS con una dosis alta de LiCl fueron entrenados nuevamente en
(segundo CAS) pero con una dosis baja de LiCl, incapaz por si sola de inducir
aversion. Esperabamos que en estos animales el trazo original del primer CAS
reapareciera por segunda ocasion; ello sugeriria que el trazo original nunca fue
abolido y que probablemente el kindling esté fortaleciendo el aprendizaje aversivo.
Esto significa que un estimulo que por si solo no tiene ningun efecto, es capaz de
recuperar la primera asociacion EC-EI.
7.2 OBJETIVOS

1. Evaluar si el kindling permite la asociacion EC-EIl y si modifica la extincion
del CAS después de 28 dias de la ultima fase 5.

2. Evaluar si el kindling facilita o fortalece el aprendizaje aversivo al sabor y si
este se presenta cuando los sujetos son expuestos a una concentracién baja
de LiCl que por si sola no produce aversion.

7.3 HIPOTESIS

H1: La extincién del CAS se modificara en los animales con kindling de la CI
y mostraran un aprendizaje aversivo mas fuerte con una concentracién baja
de LiCl.

H2: La extincién del CAS se modificara en los animales con kindling de la
AMGc y mostraran un aprendizaje aversivo mas fuerte con una
concentracion baja de LiCl.

H3: La extincién del CAS no se modificara en los animales sham y con
kindling del APM y mostraran un aprendizaje aversivo mas deébil con una

concentracion baja de LiCl.
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7.4 METODO

Sujetos

Se utilizaron 52 ratas macho de la cepa Wistar.

Estos sujetos tienen las mismas condiciones descritas (Procedimiento:
cirugia y kindling) en el método general, excepto en el segundo entrenamiento del
CAS

CAS

Veintiocho dias después del kindling, los sujetos fueron entrenados en la
adquisicion del CAS con una concentracion de LiCl 0.2M, el cual induce un claro
CAS (el procedimiento del CAS fue como el descrito en el método general). Una
vez que se extinguid la aversion al sabor en todos los sujetos, se cubri6 el primer
objetivo del primer experimento.

En estos mismos sujetos, en los cuales la extincion del CAS habia ocurrido,
fueron nuevamente entrenados en el CAS con dos concentraciones bajas de LiCl,
las cuales se han reportado (Berman et al. 2003; Houpt & Berlin 1999) que son
incapaces de inducir un aprendizaje aversivo, LiCl 0.015M y 0.030M. Durante dos
dias (dias 1y 2) se les dio a beber agua en dos sesiones de 10 minutos (mafana y
tarde). En el dia 3, en la mafiana, se les dio de tomar una solucién con sacarina al
0.1 % y 30 minutos después, se les inyecto la solucién de LiCl 0.015M. En los dias
4,5y 6, a los sujetos, nuevamente se les dio agua (en la mafiana y tarde). En el
dia 7 y los restantes dias, se volvio a dar sacarina en la mafiana, con la finalidad de
medir la fuerza de la aversion al sabor. Cuando se extinguio la aversion al sabor, se
realizd otro entrenamiento del CAS, pero con la otra concentracion baja de LiCl

0.030M. En todas las sesiones vespertinas, tanto del primer como de los
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subsiguientes condicionamientos, se les dio agua a los sujetos. Con esto ultimo se
cubria el segundo objetivo de este primer experimento.

Histologia
Una vez terminado el CAS, los sujetos fueron anestesiados con una sobredosis de
anestesal y perfundidos via intracardiaca con 150 ml de PBS 0.1 M (pH 7.4)
seguido de 250 ml de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1 M a
temperatura ambiente. Los cerebros fueron extraidos y mantenidos en sacarosa al
30% y en buffer fosfato 0.1M (pH 7.4) a 4°C. Posteriormente, los cerebros fueron
congelados y utilizando un microtomo se hicieron cortes de 40um. Por ultimo, los
cerebros fueron montados y tefiidos con violeta de cresilo para la verificacion
histologica del sitio del electrodo.

Analisis estadistico

Para medir la fuerza de la aversion o la intensidad de la respuesta aversiva,
entre los diferentes grupos, se analizé con un ANDEVA 4 (grupos) x 26 (dias de
consumo) para medidas repetidas seguida de la prueba post hoc de Fisher.

Los resultados de este experimento fueron divididos en dos partes. La parte
“A”, evaluar si el kindling permite la asociacion EC-EIl y si modifica la extincién del
CAS después de 28 dias de la ultima fase 5 y la parte “B” incluye los resultados del
experimento que cubren el segundo objetivo; es decir, evaluar si el kindling
incrementa la intensidad de la respuesta aversiva y si se presenta el aprendizaje
aversivo cuando los sujetos son expuestos a una concentracion baja de LiCl que

por si sola no produce aversion.
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7.5 RESULTADOS PARTE A (PRIMER OBJETIVO)
Localizacion del electrodo

En la figura 7 se muestra la localizacion del electrodo en cortes tefidos con

violeta de cresilo.

Bregma 0.70 mm

Fereggma 040 mm

Figura 7. Cortes de cerebro tefiidos con violeta de cresilo, en donde se muestra el sitio del electrodo de
animales con kindling de la corteza insular (A), amigdala central (B) y area preoptica medial (C). Para una una
mejor ubicacion del sitio del electrodo, en el lado derecho, se muestra la representacién grafica de cortes de

cerebro, tomados del atlas de Paxinos y Watson (1987).
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CAS

En la figura 8 se observa la curva de adquisicion y extincion del CAS, en
animales con kindling que fueron inyectados con una concentracion de LiCl (0.2M).
Se encontré que los animales sham y con kindling de la ClI, de la AMGc y del APM
aprendieron la asociacién estimulo condicionado-estimulo incondicionado (EC-EI).
Utilizando un ANDEVA 4 (grupos) x 26 (dias de consumo) para medidas repetidas
seguida de la prueba post hoc de Fisher, se encontraron diferencias significativas
en el factor A (Grupos) F@z25= 4.32, p=0.008, en el factor B (dias de consumo)
F3,25= 59.287, p<0.0001 y en la interaccion A x B, F25= 1.33, p=0.046. Estos
datos mostraron que los animales con kindling de la Cl después de 28 dias sin
estimulacién eléctrica, mostraron un retraso en la extincion. Estos sujetos
consumieron menos sacarina, a partir del dia 12, que los grupos de APM y sham
(p<0.01, p<0.05) y también consumieron menos sacarina los dias 19, 20 y 22 con
respecto al grupo AMGc (p<0.01, p<0.05). Esto puede indicar un incremento en la
intensidad de la respuesta aversiva de los animales con kindling de la Cl. Los
animales con kindling de la AMGc consumieron significativamente menos sacarina
(p<0.05) en los dias 14, 15,16, 17 y 18 con respecto al grupo APM y en los dias 18
y 23 (p<0.01, p<0.05) con respecto al grupo sham. El consumo de sacarina fue
similar entre los grupos sham y APM, no encontrandose en ninguno de los dias

diferencias significativas con respecto al consumo de sacarina (p>0.05).
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Figura 8. Se muestran los resultados del CAS de animales que desarrolaron kindling y que fueron inyectados con una
concentracion (LiCl, 0.2M) que induce aversion a los sabores. Los dias 1 a 5 son la linea base o de entrenamiento. En el
dia 6 se pare6 el estimulo condicionado (Sacarina) y el estimulo incondicionado (LiCl). Los dias 7, 8 y 9 son la linea base,
a partir del dia 10 se registra el consumo de sacarina. Se muestran los grupos: implantados; AMGc, amigdala central; Cl,
corteza insular; APM, area predptica medial y sham. Diferente de APM: * p<0.05, ** p<0.01. Diferente de sham: *p<0.05,
**p<0.01. Diferente de AMGc: *p<0.05, **p<0.01. Los datos se expresan como media + Error estandar. Se us6 un
ANDEVA de dos via y prueba Post hoc Fisher

En resumen, tanto los sujetos con kindling como los sham aprendieron el
CAS. Especificamente, los animales con kindling de la Cl mostraron una aversion
mas fuerte hacia la sacarina con respecto a los sujetos sham y APM. En algunos

dias, los animales con kindling de la AMGc mostraron una aversion fuerte hacia la

sacarina, aunque la aversion mas fuerte fue en los sujetos con kindling de la CI.
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7.6 DISCUSION

CAS

Los resultados del presente experimento demuestran que todos los sujetos
con kindling y sham, fueron capaces de aprender la tarea aversiva. Estos datos
van en contra de la idea general de que el kindling produce déficits en el
aprendizaje y memoria de diversas tareas (revisar Hannesson & Corcoran 2000).
Asi por ejemplo, Hanesson y Corcoran (2001b) han reportado que ratas con
kindling completo en el hipocampo dorsal, muestran un deterioro en la adquisicion y
memoria a corto plazo, en una tarea de laberinto acuatico. Con relacion a los
efectos del kindling sobre el CAS, se ha observado que produce tanto déficits
(Mikulka & Freeman 1984; Peele & Gilbert 1992) como una facilitacion en el
aprendizaje aversivo al sabor (Wig et al. 2002). En el trabajo de Mikulka y Freeman
(1984), la interrupcién del aprendizaje aversivo fue debido, a que los sujetos con
kindling completo recibieron nuevamente estimulos eléctricos en el dia del
entrenamiento del CAS, en el intervalo EC-EI. En el mismo trabajo de Mikulka y
Freeman, los sujetos que no recibieron ninguna estimulacién eléctrica en el
intervalo EC-EI, aprendieron el CAS, lo cual enfatizaba que la estimulacion eléctrica
durante el entrenamiento del CAS era la que bloqueaba este aprendizaje
asociativo.

En relacién a la facilitacion del CAS, el estudio de Wig et al. (2002) fue
interesante, ya que en lugar de usar el LiCl como EI, lo sustituyeron por la
estimulacién eléctrica que induce kindling, es decir, dicha estimulacién fue el EI.
Sorprendentemente, los sujetos con kindling consumieron menos cantidad de

sacarina que los sujetos control, o cual no sélo indicaba que los sujetos habian
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aprendido el CAS, sino que la aversion hacia la sacarina fue mayor que los
animales control. Estos resultados, contradicen los datos obtenidos por Mikulka y
Freeman (1984); Peele y Gilbert (1992) en los cuales, el kindling interrumpe el
CAS. Recientemente, se reportd (Leung & Shen 2006) que animales con kindling
parcial de la regién de CA1 que fueron entrenados en una tarea de laberinto
acuatico, mostraron deficiencias en la retencion de la memoria espacial durante 4
semanas, pero no a la séptima u octava semana después del kindling. El trabajo de
Leung y Chen (2006), y nuestros resultados, pueden sugerir que el efecto
amnésico del kindling depende del intervalo de estimulacion eléctrica y la tarea a
evaluar.

Algunos trabajos, han sugerido (Adamec & Young 2000; Adamec 1999;
Morgan et al. 1999) que el kindling posiblemente incremente la funcién de la
estructura estimulada. Un ejemplo, que refleja claramente este efecto del kindling,
fue el trabajo de Morgan et al. (1999), en donde observaron que el kindling de APM
(una zona que favorece la conducta materna) de ratas hembra virgenes (sin
experiencia materna), facilitaba su conducta materna hacia las crias, mientras que
el kindling de la amigdala medial (una estructura que inhibe la conducta materna)
de ratas hembra con experiencia materna disminuia su conducta materna. Estos
datos demostraban claramente, que el efecto del kindling sobre la conducta
dependia de la estructura que se habia estimulado y que ademas esta funcién se
incrementaba con la estimulacion eléctrica. Es dificil saber de qué depende el
efecto facilitatorio del kindling, probablemente dependa de la tarea que se esta
evaluando y del momento en que se entrene al sujeto en una tarea de aprendizaje
y memoria. Hasta el momento, no se ha observado que el kindling facilite el

aprendizaje en un tarea de laberinto acuatico, unicamente se ha reportado que el
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efecto amnésico del kindling en esta tarea, parece ser transitorio (Leung & Shen
2006), pero no se conoce, si después de este tiempo los sujetos son capaces de
aprender mejor la tarea .

En nuestro experimento, los sujetos con kindling de la Cl y AMGc mostraron
una mayor aversion hacia la sacarina que los sujetos sham y con kindling del APM.
Estos resultados muestran que el kindling provocé cambios en la aversion en las
estructuras principalmente implicadas en el CAS, la Cl y AMGc (Bahar et al. 2003;
Bermudez-Rattoni 2004). Este efecto no se observo en el APM, una estructura que
participa en otras funciones, como la conducta sexual (Portillo et al. 2003). Los
datos de nuestro experimento nos sugieren que el kindling de la Cl, probablemente
esté facilitando el aprendizaje aversivo, aunque el efecto no fue tan claro para los
animales con kindling de la AMGec.

Aunque los sujetos con kindling de la Cl y AMGc consumieron menos
sacarina que los sujetos con kindling del APM y sham, no podemos conocer
especificamente en cuales fases del CAS pudo haber actuado el kindling.

Se ha sefialado a la Cl como una estructura esencial en la formacion de la
memoria a largo plazo del CAS (Berman & Dudai 2001; Berman et al. 2000;
Bermudez-Rattoni 2004; Bermudez-Rattoni et al. 2004). Por lo tanto, es probable
que el kindling de la Cl favoreciera la formacion de la memoria a largo plazo del
CAS. La atenuacién de la neofobia (disminucion de la neofobia inicial del sabor
novedoso) pudo ser afectada por el kindling de la Cl, es decir, el aumento aversivo
en los sujetos con kindling de la Cl pudo ser ocasionado por una disminucién en la
atenuacion de la neofobia. Se ha reportado que la Cl es importante en la

adquisicion y consolidacion de la atenuacion de la neofobia (Gutiérrez et al. 2003) .
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En el caso de los animales con kindling de la AMGc, aunque el efecto sobre
el CAS fue menos claro, es posible que el bajo consumo de la sacarina sea
producto de la fuerte asociacion durante la adquisicion del CAS debido a un
aumento en la percepcion del intensidad del estimulo incondicionado o tal vez a
que el kindling esté favoreciendo la memoria a largo plazo del CAS. Esto es una
posibilidad ya que a la AMGc se le ha relacionado con el procesamiento de la
informacion visceral (Koh et al. 2003a) y la memoria a largo plazo del CAS (Bahar
et al. 2003),

Con respecto a la neofobia, nuestros resultados, indican que la neofobia
observada en el primer dia de la presentacion de la sacarina o estimulo
condicionado, no se vio afectada en los sujetos con kindling de la Cl y AMGc. Es
decir, cuando la sacarina es presentada por primera vez, los sujetos no muestran
alteraciones en la neofobia, su consumo inicial de la sacarina, es similar al de los
sujetos sham y con kindling del APM.

Los efectos del kindling sobre el CAS, se observaron en los sujetos con
kindling en las estructuras relacionadas al CAS. Los sujetos estimulados en la Cl y
AMGc mostraron un aumento en la aversion con respecto a los grupos sham y las
ratas con kindling del APM, una estructura no relacionada con el CAS. Esto ultimo,
nos lleva al planteamiento sobre la especificidad funcional del kindling. Sélo en las
estructuras relacionadas al CAS se observo el efecto del kindling, mientras en las
no relacionadas con este aprendizaje no se observd ningun cambio en el CAS.
Esta especificidad funcional del kindling ha sido confirmada por otros autores
(Hannesson et al. 2005; Morgan et al. 1999; Paredes et al. 1990) en otro tipo de

conductas (materna, sexual, memoria, etc.).
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Extincion

Los sujetos con kindling de la CI, presentan un retardo en la extincion del
CAS (los animales logran extinguir la aversion hacia la sacarina, pero esta se
extingue mas lentamente). Este retardo en la extincion puede ser interpretado de
dos formas: 1) los sujetos con kindling de la Cl presentaron un aprendizaje mas
fuerte que los animales sham y con kindling del APM 6 2) los sujetos presentaron
algunas deficiencias para reaprender que la sacarina no les produce ningun
malestar gastrointestinal. Previamente, se describié en los antecedentes que la
extincion es un fendbmeno de reaprendizaje, en donde el sujeto aprende con el
tiempo que la sacarina no le produce ningun malestar gastrico. Sin embargo, en la
extincion también se mide la fuerza del aprendizaje aversivo de la asociacion
sacarina-LiCl (primer aprendizaje o asociacién EC-EI).

El retardo en la extincién de los sujetos con kindling, puede ser el resultado
de esta competencia entre estos dos aprendizajes observados durante la extincion,
la cual depende de la intensidad del entrenamiento o del aprendizaje original
(Berman & Dudai 2001) es decir, si el entrenamiento o aprendizaje original es muy
fuerte, el trazo EC-noEl puede no ganar apreciable control sobre la conducta
(Eisenberg et al. 2003):, esto significa que los sujetos al presentar un aprendizaje
aversivo muy fuerte por la primera asociacion (EC-El), tardaran mas tiempo en
extinguir su aprendizaje aversivo. Por lo tanto, durante la extincion los sujetos
tardaran mas tiempo en aprender que la sacarina no les produce el malestar
gastrointestinal, entonces la primera asociacion o aprendizaje (EC-EIl), tomara
control (porque es el trazo dominante) sobre el segundo aprendizaje o asociacion

(EC-noEl) (Berman & Dudai 2001).
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Para tratar de discernir este punto se disefo el experimento 1B en el cual se
realizd un segundo CAS pero con dosis bajas de LiCl que no inducen un clara
aversion. Si el trazo original del primer CAS reaparece por segunda ocasion esto
permitira sugerir que el kindling fortalecié el aprendizaje aversivo.

7.7 RESULTADOS-PARTE B (SEGUNDO OBJETIVO)

Hay que tomar en cuenta que para la realizacion de este segundo objetivo,
se utilizaron los mismos del experimento 1. Sin embargo, dos animales se
enfermaron y fueron eliminados, antes de comenzar este segundo CAS, de los
cuales, un animal pertenecia al grupo de kindling del APM y el otro animal al grupo
sham, quedando la muestra como sigue: 15 sujetos con kindling de la AMGc, 14
sujetos con kindling de la Cl, 12 sujetos con kindling del APM y 9 sujetos sham.

Como previamente se describié en el procedimiento del experimento 1, en
estos mismos sujetos, en los cuales la extincion del CAS habia ocurrido, fueron
entrenados nuevamente en el CAS con dos concentraciones bajas de LiCl, las
cuales son incapaces de inducir un aprendizaje aversivo: 0.015M y 0.030M
(Berman et al. 2003; Houpt & Berlin 1999). Para cada dosis, los datos del CAS se
analizaron con un ANDEVA 4 (grupos) x 12 (dias de consumo) para medidas
repetidas seguida de la prueba post hoc de Fisher.

Segundo y tercer CAS

Se encontraron diferencias significativas con una concentracién de LiCl
0.015M en el factor A (Grupos), F@11= 3.506, p=0.022, en el factor B (dias de
consumo) F11y= 3.396, p=0.0001 y en la interaccion A x B, F3,11)= 1.790, p=0.005.
Con una dosis 0.030M, también se encontraron diferencias significativas en el
factor A (Grupos) F(3,11)= 3.524, p=0.021, en el factor B (dias de consumo)

F@i11= 12.574, p<0.0001, en la interaccion A x B, F11y= 1.816, p<0.004. Para
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ambas dosis (0.015 y 0.030) los animales con kindling de la Cl mostraron una
mayor aversion. Esto se mantuvo alrededor de 5 dias durante la extincién (figura 9
y 10). Los animales con kindling de la AMGc mostraron una mayor aversion sobre
todo con la dosis de 0.030 (ver figura 10). Con ambas dosis de LiCl, el consumo de
sacarina fue similar entre los grupos sham y APM, no encontrandose diferencias

significativas (p>0.05).
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Figura 9. Se muestran los resultados del CAS de animales que desarrolaron kindling y que fueron inyectados con una
concentracion (LiCl, 0.015M) que no induce aversion. Estos animales habian sido previamente entrenados con una
concentracion de LiCl 0.2M que induce el CAS. El entrenamiento del CAS con la concentracion baja de LiCl (0.015M),
fue hecho una vez que la aversién al sabor se habia extinguido con la dosis de 0.2M. Los dias 1 a 2 son la linea
base o de entrenamiento. En el dia 3 se pared el estimulo condicionado (Sacarina) y el estimulo incondicionado
(LiCl). Los dias 4, 5 y 6 son la linea base, a partir del dia 7 se registra el consumo de sacarina. Se muestran los
grupos implantados en; AMGc, amigdala central; Cl, corteza insular; APM, area predptica medial y Sham. Diferente
de APM: * p<0.05, ** p<0.01. Diferente de Sham: °p<0.05, **p<0.01. Diferente de AMGc: *p<0.05. Los datos se

expresan como media + Error estandar. Se usé un ANDEVA de dos via y prueba Post hoc Fisher
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Figura 10. Se muestran los resultados del CAS de animales que desarrollaron kindling y que fueron inyectados
con una concentracién (LiCl, 0.030M) que no induce aversion. Estos animales habian sido previamente
entrenados con una concentracion de LiCl 0.015M que induce el CAS. El entrenamiento del CAS con la
concentracién baja de LiCl (0.030M), fue hecho una vez que la aversion al sabor se habia extinguido con la
dosis de 0.015M. Los dias 1 a 2 son la linea base o de entrenamiento. En el dia 3 se pared el estimulo
condicionado (Sacarina) y el estimulo incondicionado (LiCl). Los dias 4, 5 y 6 son la linea base, a partir del dia
7 se registra el consumo de sacarina. Se muestran los grupos implantados en: AMGc, amigdala central; Cl,
corteza insular; APM, area preoptica medial y Sham. Diferente de APM: * p<0.05, ** p<0.01. Diferente de
Sham: °p<0.05, **p<0.01. Los datos se expresan como media * Error estandar. Se usé un ANDEVA de dos

via y prueba Post hoc Fisher.
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En resumen, los animales con kindling de la CI al parecer recuperan la
aversion (la aversidon hacia la sacarina no es tan fuerte con respecto al primer
consumo de la sacarina) del primer condicionamiento con ambas dosis de LiCl que
no son efectivas para inducir CAS. Los sujetos con kindling de CI mostraron una
mayor aversion con ambas concentraciones de LiCl que los sujetos sham y los
grupos con kindling de AMGc y del APM. En el caso de los animales con kindling
de la AMGc mostraron una mayor aversion principalmente con la concentracion de
030M que los sham y los animales con kindling del APM. Los sujetos sham y con
kindling del APM no mostraron aversiéon con ninguna de las dosis bajas de LiCl.

7.8 DISCUSION

El efecto mas notable fue para los sujetos con kindling de la CI, ya que con
ambas concentraciones de LiCl la aversion siempre fue mayor en estos sujetos.
Aunque en el caso de los sujetos con kindling de la AMGc, la aversion
principalmente observada fue con la concentracién de LiCl 0.030M. En los animales
con kindling del APM y sham no mostraron aversién hacia la sacarina con la
concentracion baja de LiCl 0.015M. En el CAS con la concentracion 0.030M, los
sujetos sham y los sujetos con kindling del APM, consumieron menos sacarina
durante la evocacion del CAS que con respecto al consumo de la sacarina durante
la adquisicion. Sin embargo, en estos mismos sujetos (sham y con kindling del
APM), como se puede observar en la grafica (fig. 9), el consumo de la sacarina,
durante la evocacion es muy similar con respecto al consumo de agua en los dias
4-6. Esto lleva a la pregunta, si en realidad los sujetos, entrenados en el tercer
condicionamiento (LiCl 0.030), habian recuperado la aversion del primer
condicionamiento con la concentracion de LiCl 0.030M. Los sujetos con kindling en

Cl y AMGc con la concentracion de LiCl 0.015M, en el ultimo dia de la extincion,
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bebieron una cantidad similar de sacarina al consumido durante el dia de la
adquisicion del CAS; sin embargo, en el ultimo dia de la extincion del CAS (dia 12)
seguian bebiendo menos sacarina con respecto a los sujetos sham y con kindling
del APM, esto ultimo pudo afectar el entrenamiento del siguiente CAS, cuando se
utilizé la concentracion de LiCl 0.030M, ya que durante la adquisicion del CAS con
la concentracion de LiCl 0.030M, el consumo de la sacarina fue menor en los
sujetos con kindling de Cl y AMGc. Esto, podria ser una consecuencia de que los
sujetos durante el ultimo dia de la extincion del CAS con la concentracion de LiCl
0.015M, habian mostrado diferencias con respecto a los sujetos sham y con
kindling del APM, afectando la aversion observada con 0.030 en los animales con
kindling de la AMGc y Cl, magnificando el efecto aversivo de esta concentracion.
Como los sujetos sham y con kindling del APM (probablemente también los
sujetos con kindling de AMGc) no mostraron una recuperacion de la respuesta
aversiva con la dosis baja de LiCl, esto nos sugeria que nuestros datos con la
concentracion 0.015 M (incluyendo la de 0.030, por las criticas previamente
descritas), no concordaban con los observados por Berman et al. (2003), en donde
ellos encontraron una clara recuperacion de la respuesta aversiva con la
concentracion 0.015M. Es muy probable que el método para evaluar la aversion
haya influido en nuestros resultados, ya que Berman et al. (2003), utilizaron un
método diferente para evaluar el CAS, la prueba de dos botellas simultaneas,
mientras que nosotros usamos la prueba de una botella. Se ha demostrado
(Dragoin et al. 1971; Grote & Brown 1971), que el método o prueba de dos botellas
es mas sensible que el de una botella cuando el objetivo es la deteccion de un CAS
deébil. Esto sucede porque al usar dos botellas, la rata evita el EC (la sacarina)

porque bebe el agua que contiene la otra botella, por lo tanto, ello amplifica la
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magnitud de una aversion débil (Dragoin et al. 1971). Cuando nosotros empleamos
la concentracién de 0.015 y 0.030, no se pudo observar una clara recuperacién de
la respuesta aversiva (tanto en los grupos sham y con kindling de AMGc, Cl y APM)
porque estabamos usando una botella, lo cual no permitia tener la misma
sensibilidad con dosis tan bajas de LiCl, evitando de esta forma evaluar la
recuperacion de la respuesta aversiva. Sin embargo, la prueba de dos botellas
puede no ser efectiva para comparar grupos cuando poseen fuerzas aversivas
diferentes, por lo que se ha sugerido que el método de una botella es mejor para
evaluar diferencias entre grupos (Batsell & Best 1993). Como el método de dos
botellas amplifica la aversion, los grupos que posean aversiones débiles mostraran
una amplificacion de la respuesta aversiva, por lo tanto, cuando se comparen con
los grupos con una fuerza aversiva mayor, los resultados pueden no mostrar
diferencias entre los grupos, debido a que los sujetos con aversiones débiles fueron
amplificadas por usar la prueba de dos botellas (Batsell & Best 1993). En los
siguientes experimentos, se utilizara otra concentracion baja de LiCl, cuya
concentracion sera 0.075M, la cual se ha utilizado en la misma prueba (una botella)
que nosotros usamos y que no induce un claro CAS, tal como ha sido reportado por
Miranda et al. (2002).

Sin embargo, a pesar de las criticas sobre el experimento con las dosis
bajas de LiCl, lo interesante es que aun considerando que nuestro método de una
botella es menos sensible para detectar diferencias con la dosis baja de LiCl, los
sujetos con kindling de AMGc y CI, durante el condicionamiento en donde se
empled la concentracién LiCl 0.015M, mostraron una aversion mayor con respecto
a los sham y los animales con kindling del APM. Esto nos sugiere que la aversion

después de la extincion, en estos sujetos no se habia borrado por completo.
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Estos experimentos volveran a replicarse, pero cambiando la dosis de LiCl
como se menciond anteriormente y empleando so6lo dos condicionamientos, el
primero con una dosis alta de LiCl 0.2M, el cual provoca un claro CAS y el otro con
una dosis baja de LiCl 0.075, el cual es incapaz de inducir un claro CAS (Miranda
et al. 2002). La finalidad no sdlo sera corregir los errores previos, sino evaluar la
expresion de GAP-43 y Syp en sujetos con kindling y CAS.

Algunos otros aspectos importantes de la recuperacién de la respuesta
aversiva seran tratados en la discusion del segundo experimento, en donde
usamos una dosis empleada con el mismo método del CAS que nosotros

utilizamos.
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CAPITULO 8. EXPERIMENTO 2 (GAP-43 Y SINAPTOFISINA)
8.1 INTRODUCCION

Como previamente se describié en la seccién 1.2, la GAP-43 y la Syp son
dos proteinas que median diferentes procesos importantes de la plasticidad
neuronal. Por un lado, la GAP-43 juega un rol clave guiando el crecimiento de
axones, modula la formacion de nuevas conexiones y la liberacion del
neurotransmisor. Por el otro, se han propuesto distintas funciones en las que
participa la Syp: regulacién de la liberacién del neurotransmisor; biogénesis y
reciclaje de las vesiculas sinapticas y regulacién de la formacién de la sinapsis.
Ambas proteinas, también estan relacionadas como el aprendizaje y la memoria.
En el kindling también se han observado modificaciones en los niveles de
expresion, tanto de la GAP-43 como de la Syp (Bendotti et al. 1993; Li et al. 2002).

De acuerdo a lo anterior, se propuso evaluar, el siguiente objetivo.

8.2 OBJETIVO

Evaluar si los cambios observados en el CAS de animales con kindling de la
Cl y AMGc, estan asociados a modificaciones en los niveles de expresion de GAP-
43y Syp,

8.3 HIPOTESIS

H1: Los cambios en la expresion de la Syp en Cl, estan asociados con el

incremento en la intensidad de la respuesta aversiva de los animales con

kindling en CI.

H2: Los cambios en la expresion de la Syp en AMGc, estan asociados con el

incremento en la intensidad de la respuesta aversiva de los animales con

kindling de la AMGec.
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H3: Los cambios en la expresion de la GAP-43 en Cl, estan asociados con el
incremento en la intensidad de la respuesta aversiva de los animales con
kindling en CI.

H4: Los cambios en la expresion de la GAP-43 en AMGc, estan asociados

con el incremento en la intensidad de la respuesta aversiva de los animales

con kindling de la AMGec.

8.4 METODO

Sujetos

Se utilizaron 33 ratas macho de la cepa Wistar. Estos sujetos tienen las
mismas condiciones descritas (Procedimiento: cirugia y kindling) en el método
general, excepto en el segundo entrenamiento del CAS

CAS

Veintiocho dias después del kindling, los sujetos fueron entrenados en la
adquisicion del CAS con una concentracion de LiCl 0.2M (el procedimiento del CAS
fue como el descrito en método general). Una vez que se extinguiod la aversion en
estos sujetos, se realizé un segundo condicionamiento: Durante dos dias (dias 1y
2) se les dio de tomar agua en dos sesiones de 10 minutos (mafana y tarde), en el
tercer dia se les volvié a inyectar una solucion de LiCl al 0.075 M, la cual no induce
CAS (Miranda et al. 2002). Durante los dias 4, 5y 6, se les volvié a dar agua y en
el séptimo dia se midié la aversion al sabor.

Por las razones previamente expuestas, en la discusion del primer
experimento, en la seccion donde usamos dosis bajas de LiCl, en este segundo
experimento, no se utilizara la misma concentracion de LiCl del primer experimento.
Recuérdese, que nuestros resultados no concordaban con los obtenidos por

Berman et al. (2003), ya que ellos emplearon la prueba de dos botellas, una prueba
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diferente a la usada por nosotros. Por lo tanto, para este experimento se usé otra
concentracion baja de LiCl de 0.075M (Miranda et al. 2002), la cual es utilizada en
la prueba o método de una botella, misma que nosotros empleamos.

Inmunohistoquimica

Una vez terminado el CAS con la dosis baja de LiCl, los sujetos fueron
anestesiados con una sobredosis de anestesal y perfundidos via intracardiaca con
150 ml de PBS 0.1 M (pH 7.4), seguido de 250 ml de paraformaldehido al 4% en
buffer fosfato 0.1 M a temperatura ambiente. Los cerebros fueron extraidos vy
mantenidos en sacarosa al 30% y en buffer fosfato 0.1M (pH 7.4) a 4 °C.
Posteriormente, los cerebros fueron congelados y utilizando un microtomo se
hicieron cortes de 40um. Los cortes fueron puestos en Buffer-Fosfato 0.1M e
incubados por una hora en solucion bloqueadora (suero normal de caballo al 2%,
tritdn X-100 al 0.3% en salina buffer-fosfato). Cortes seriados alternos a nivel de la
Cl, la AMGc y el APM fueron incubados por 36 horas a 4 °C con un anticuerpo
primario policlonal para GAP-43, 1:200 (sc-10786, Santa Cruz Biotecnology) o el
anticuerpo primario policlonal para sinaptofisina, 1:500 (sc-9116, Santa Cruz
Biotecnology). Ambos fueron diluidos en solucion bloqueadora. El producto de la
reaccion fue observado usando el procedimiento de peroxidasa de avidina-biotina.
Finalmente, los cortes fueron montados en el portaobjetos. De tal manera que para
cada sujeto teniamos cortes alternos de cada region de interés con
inmunoreactividad para GAP-43 y Syp. Se cuantific6 mediante un analisis
densitométrico.

Anidlisis densitométrico

Para disminuir la variabilidad de la tincién inmunoreactiva a Syp o GAP-43,

en cada corrida se incluyeron cortes de cada grupo, tratando de tener el mismo
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numero de sujetos por grupo. Fueron analizados cinco cortes por cada animal con
un aumento de 4X y utilizando un sistema de analisis de imagenes (ImagePro-
Plus), el cual esta conectado a un microscopio de luz (Olympus). Se cuantifico la
densidad 6ptica (DO) del lado ipsilateral y contralateral de la region estimulada y se
compardé contra la misma region ipsilateral y contralateral del sitio del electrodo en
el grupo sham. Por ejemplo, en el grupo estimulado en APM se cuantificé la DO de
la misma region estimulada y esta DO se comparé contra la DO del APM del grupo
sham o falso estimulado.

Para determinar la inmunoreactividad a Syp y GAP-43 en AMGc, Cl, APM,
se midid la DO en estas areas, se colocaron 10 circulos con un diametro de 300 um
en Cl y 6 circulos de 250 um en AMGc, para APM 1 cuadrado de 550 um (altura) x
300 um (ancho). Para medir la DO de la sefal de fondo de la GAP-43, se colocaron
en el quiasma optico (una region con bajos niveles de GAP-4, Rekart et al. 2005) 5
circulos adyacentes de 200 um de diametro. El promedio de la DO para GAP-43 de
cada area de interés cerebral fue dividido por el promedio de las cinco lecturas de
la DO del quiasma optico (6 DO de la sefial de fondo; background de GAP-43).
Para medir la DO de la sefal de fondo (background) de la Syp, se colocaron en el
cuerpo calloso (una regidn con bajos niveles de sinaptofisina, Stroemer et al. 1995)
8 circulos adyacentes de 200 um diametro. El promedio de las lecturas de la DO
para Syp de cada area de interés cerebral fue dividido por el promedio de las ocho
lecturas de la DO del cuerpo calloso (6 DO de la sefal de fondo de Syp). La técnica
de cuantificacion densitométrica fue tomada de Li et al. (2002) y Rekart et al.

(2005).
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Analisis estadistico

Se utilizaron pruebas T de student para evaluar la inmunoreactividad (DO)
de Syp y GAP-43 comparando cada region estimulada con el grupo falso
estimulado (sham). Para el CAS, se utiliz6 un ANDEVA 4 (grupos) x 21 (dias de
consumo) seguida de la prueba post hoc de Fisher.

Los resultados se dividieron en dos partes: parte A, incluye sélo los
resultados conductuales del CAS y en la parte B se incluyen sdélo los resultados del
analisis inmunhistoquimico tanto de GAP-43 como de Syp.

8.5 RESULTADOS-PARTE A

Histologia

Los animales quedaron agrupados de la siguiente manera: 9 sujetos
implantados en Cl y con kindling; 8 sujetos implantados en APM y con kindling; 9
sujetos implantados en AMGc y con kindling; 7 sujetos sham.

Primer CAS

Utilizando un ANDEVA de medidas repetidas y pruebas post-hoc Fisher, se
encontraron diferencias significativas en el factor A (Grupos) F20= 6.62, p= 0.001;
en el factor B (dias de consumo), F320)= 104.435, p<0.0001 y en la interaccion A x
B, Fi20= 1.75, p=0.0005. En la figura 11, se observa la curva de adquisicion y
extincion del CAS, en animales con kindling que fueron inyectados con una
concentracion de LiCl (0.2M). Se encontré que los animales con kindling en CI,
AMGc, APM y sham aprendieron la asociacion EC-EI. Los Animales con kindling en
Cl y AMGc después de 28 dias sin estimulacidn eléctrica, mostraron un retraso en
la extincion. Estos sujetos consumieron menos sacarina a partir del dia 13 que los
grupos APM y sham. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo

sham y APM con respecto al consumo de sacarina (p>0.05).
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ANIMALES CON KINDLING EN UNA PRUEBA DE CAS(LiCl 0.2M)
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Figura 11. Se muestran los resultados del CAS de animales que desarrollaron kindling y que fueron inyectados con
una concentracion (LiCl, 0.2M) que induce aversiéon a los sabores. Los dias 1 a 6 son la linea base o de
entrenamiento. En el dia 7 se pared el estimulo condicionado (Sacarina) y el estimulo incondicionado (LiCl). Los
dias 8,9 y 10 son la linea base, a partir del dia 11 se registra el consumo de sacarina. Se muestran los grupos:
implantados; AMGc, amigdala central; Cl, corteza insular; APM, area preoptica medial y Sham.

Diferente de APM: * p<0.05, ** p<0.01. Diferente de Sham: °p<0.05, **p<0.01. Los datos se expresan como
media + Error estandar. Se usé un ANDEVA de dos vias y prueba Post hoc Fisher.

Segundo CAS

Se encontraron diferencias significativas con una concentracién de LiCl
0.075M en el factor A (Grupos), F@310)= 3.88, p=0.0198, en el factor B (dias de
consumo) Fg10= 26.118, p<0.0001 y en la interaccion A x B, F@10= 2.015,

p<0.0019. Los sujetos sham y con kindling en Cl, AMGc y APM recuperaron la
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respuesta aversiva. En el dia siete no se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) en el consumo de sacarina de cada uno de los grupos. Los animales con
kindling en Cl y AMGc mostraron una aversion mas fuerte (p<0.05) con respecto a
los sham en los dias 8 al 11. Los sujetos con kindling en Cl y AMGc mostraron una
aversion mas fuerte (p<0.05) en los dias 10 y 11 con respecto a los animales con
kindling del APM. (ver figura 12). El consumo de sacarina fue similar entre los
grupos sham y APM, no encontrandose en ninguno de los dias, diferencias
significativas con respecto al consumo de sacarina (p>0.05). Los animales con
kindling de la AMGc y ClI, recuperaron la aversion del trazo original (EC-EI) con un
dosis baja de LiCl que no es efectiva para inducir CAS, mostrando una aversion

mas fuerte con respecto a los sujetos sham y los sujetos con kindling del APM.

113



RATAS KINDLING CON UNA DOSIS BAJA DE LiCl (0.075M)
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Figura 12. Consumo de sacarina en los dias de prueba (del dia 7 al 14) de la respuesta aversiva en ratas
inyectadas con una concentracion baja LiCl 0.075M. Estos animales habian sido previamente entrenados
con una concentracién de LiCl 0.2M que induce el CAS. El entrenamiento del CAS con la concentracién
baja de LiCl (0.075M), fue hecho una vez que el trazo EC-EI con la concentracion LiCl 0.2M, se habia
extinguido. Los dias 1 a 2 son la linea base o de entrenamiento. En el dia 3 se pared el estimulo
condicionado (Sacarina) y el estimulo incondicionado (LiCl). Los dias 4, 5 y 6 son la linea base, a partir del
dia 7 se registra el consumo de sacarina. Se muestran los grupos: implantados; AMGc, amigdala central;

Cl, corteza insular; APM, area predptica medial y Sham.

En resumen, en el primer CAS, los sujetos con kindling en Cl mostraron una
mayor aversidén hacia la sacarina con respecto a los sham y a los sujetos con
kindling del APM. En el caso de los animales con kindling de la AMGc también
mostraron una mayor aversion hacia la sacarina. Los sujetos sham y con kindling

del APM consumieron la misma cantidad de sacarina. Estos resultados confirman
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los datos del primer experimento del presente trabajo. En el segundo,
condicionamiento todos los grupos mostraron una recuperacion aversiva hacia la
sacarina. Los sujetos con kindling en Cl y AMGc mostraron una aversion mas
fuerte que los sujetos sham y que los animales con kindling del APM.

8.6 DISCUSION

Primer CAS

Los sujetos con kindling de la Cl y la AMGc muestran una mayor aversion
que los sujetos sham y con kindling del APM. Siendo este efecto mas notorio en la
Cl. Los resultados de este segundo experimento, corroboran los obtenidos en el
primer experimento.

El incremento en la fuerza aversiva de los sujetos con kindling en CI,
concuerda con los estudios realizados sobre el efecto de la potenciacién a largo
plazo (LTP: Long-term potentiation) sobre el CAS (2000). Especificamente,
Escobar y Bermudez-Rattoni (2000), demostraron que la LTP en la ClI, inducida
antes del entrenamiento del CAS, mostraban una mayor aversion hacia la sacarina,
lo cual indicaba que la LTP habia incrementado la retencion del CAS. Ademas, se
ha sugerido que el LTP dependiente de la activacion de los receptores NMDA juega
un rol esencial, en la formacién del CAS (Escobar et al. 2002). Algunas evidencias
indican que el kindling induce un incremento duradero en los niveles de expresion
(Yeh et al. 1989) y un aumento en la sensibilidad de los receptores NMDA
(revisado en Armijo et al. 2000). Mody y Lieberman (1998), han descrito que los
receptores NMDA permanecen abiertos de 28 a 60 dias después del kindling. Mody
y Lieberman (1998) sugirieron que la apertura prolongada de los receptores NMDA
después del kindling y en ausencia de las crisis, puede ser parte del “estado

kindling” (la susceptibilidad a la hiperexcitabilidad neuronal) mas que ser una
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consecuencia de la actividad de la crisis del l6bulo temporal. La prolongada
apertura de estos canales, debe afectar los mecanismos regulatorios que
gobiernan la funciéon de estos receptores, tales como las proteinas cinasas o
fosfatasas u otras proteinas reguladoras, como la calmodulina (Mody & Lieberman
1998). Es posible que en los sujetos con kindling de la ClI, los cambios asociados
en la expresion y sensibilidad de los receptores NMDA, hayan influido en el
aumento aversivo hacia la sacarina con respecto a los sham. En el caso de los
sujetos con kindling del APM, los cambios en la expresion y funcién de los
receptores NMDA también pudieron estar presentes. Sin embargo, como esta
estructura no esta relacionada con el CAS, los posibles efectos conductuales
provocados por estos cambios en los receptores NMDA del APM, no se observaron
en el CAS.

El kindling induce la expresion del factor neurotréfico derivado de cerebro
(Brain-derived neurotrophic factor: BDNF) (Foster et al. 2004). Aunque el aumento
de BDNF es transitorio, si los sujetos con kindling muestran cambios duraderos en
la expresion y un aumento en la sensibilidad de los receptores NMDA, esto
provocaria una rapida activacion de los mismos con la consecuente liberacion de
BDNF (la liberacién de BDNF depende de la activacién de los receptores NMDA,
para mas detalle ver Bramham & Messaoudi 2005). Se ha demostrado (2006;
Moguel-Gonzalez et al. 2008), que la expresion de BDNF en la Cl, es importante en
la formacion de la memoria a largo plazo del CAS. Entonces, si los sujetos con
kindling en Cl tienen receptores NMDA mas sensibles, esto facilitaria la expresion
de BDNF y por consiguiente aumentando la memoria a largo plazo del CAS.

La AMGc (Agassandian et al. 2006) también contiene BDNF y su receptor

TrkB. Los sitios en donde se han encontrado, han sido en las terminales axonales
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y en las espinas dendriticas, las cuales reciben informacion visceral y gustativa de
la amigdala basolateral, de la ClI, del talamo ventromedial y posterior, sugiriendo
que este sistema tiene conexiones directas aferentes capaces de apoyar
asociaciones sensorio-sensoriales (revisado en Agassandian et al. 2006). Como el
BDNF se ha visto asociado a el CAS (Castillo et al. 2006), esto podria sugerir que
el BDNF en la AMGc podria también igualmente participar en el aprendizaje
aversivo, y por lo tanto de la misma forma que en la Cl, es posible que el aumento
en la sensibilidad de los receptores NMDA provocados por el kindling, estén
relacionados con un aumento en la expresion de BDNF en la AMGc. Esto sugeriria
que la codificacién de la informacion visceral en los animales con kindling de la
AMGc, podria estar regulada por BDNF.

Extincion
Como en el primer experimento los sujetos con kindling en Cl mostraron un

retraso en la extincion, lo cual confirma nuestros datos del primer experimento. En
el caso de los sujetos con kindling de la AMGc, en este segundo experimento, los
sujetos mostraron un retraso en la extincion mas evidente que el observado en el
primer experimento.

En la AMGc, el kindling probablemente: 1) estda incrementando Ila
sensibilidad para detectar el estimulo condicionado o sacarina después de la
adquisicion del CAS; 2) favorece la formacion de la memoria a un sabor novedoso;
3) aumento la sensibilidad para detectar el estimulo incondicionado o LiCl; 4) o esta
favoreciendo la memoria a largo plazo del CAS.

Esta bien establecido que la fuerza aversiva aumenta conforme aumenta la
intensidad del estimulo incondicionado (El) (Batsell & George 1996; Nachman &

Ashe 1973). Por lo tanto, es posible que los sujetos con kindling de la AMGc
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presenten una mayor aversion por un aumento en la sensibilidad para detectar el
estimulo incondicionado, ya que la AMGc se ha planteado como una estructura
importante en el procesamiento de la informaciéon visceral (Gu et al. 1993;
Lamprecht & Dudai 1995; St Andre et al. 2007). Este aumento en la sensibilidad
para detectar el LiCl, pudo haber provocado que los sujetos hayan detectado el LiCl
como un estimulo intenso, lo cual desencadend un incremento de la fuerza
aversiva. Sin embargo, otra posibilidad es que la memoria a largo plazo haya sido
fortalecida en estos sujetos con kindling de la AMGc. Existen algunos estudios
(Bahar et al. 2003; Lamprecht et al. 1997) que indican a la AMGc como una
estructura importante en la formacién de la memoria a largo plazo del CAS.

Como ya se habia discutido previamente, los sujetos con kindling de la ClI
mostraron una mayor aversion hacia la sacarina, probablemente porque se
estimuld una zona relacionada con la memoria a largo plazo del CAS. En ambos
casos, tanto los sujetos con kindling de la ClI como en la AMGc, presentaron un
retraso en la extincion, posiblemente porque el aprendizaje es muy intenso durante
la adquisicion, entonces la segunda asociacion no puede tomar control sobre el
primer trazo EC-EI (Eisenberg et al. 2003), ello significa que los sujetos tardaran
mas tiempo en extinguir la aversién, porque el trazo inicial EC-El o primera
asociacion fue muy fuerte.

Segundo CAS

En todos los sujetos sham y con kindling en Cl, AMGc y APM se observéd
una clara recuperacion de la respuesta aversiva, utilizando una concentracién de
LiCl que no induce CAS (0.075M). Ademas, los sujetos con kindling en Cl y AMGc

mostraron una aversion mayor que los sujetos sham y con kindling del APM,
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confirmando los datos del primer experimento cuando se usaron dosis bajas de LiCl
(ej., 0.015M).

Estos resultados indican que los sujetos con kindling en Cl y AMGc
recordaron o recuperaron con mayor intensidad la aversion del primer CAS que los
sujetos sham y con kindling del APM, demostrando con ello que la extincion no es
un olvido y que los sujetos con kindling en Cl y AMGc recordaban mejor la aversion
original (o del primer CAS). Nuestros datos pueden indicar, que la primera
asociaciéon EC-El tomé control sobre la segunda asociacion EC-noEl (Eisenberg et
al. 2003), por lo tanto, en el segundo CAS, el recuerdo de la aversién original
(primer CAS) fue lo suficientemente intenso como para recuperar la aversion con
mayor intensidad, en el segundo CAS con una dosis baja de LiCl.

Las estructuras asociadas a la recuperacion de la respuesta aversiva, han
sido la Cl (Berman et al. 2003; Mickley et al. 2007), la corteza prefrontal y la
amigdala basolateral (Herry & Garcia 2003; Herry & Mons 2004; Mickley et al.
2007). Sin embargo, nuestros datos sugieren que la AMGc, probablemente esté
también implicada. Algunos mecanismos fisiolégicos asociados la recuperacion de

la respuesta aversiva se discutiran mas adelante.

119



8.7 RESULTADOS-PARTE B

Inmunohistoquimica

En la figura 13 se muestra la localizacién del electrodo en cortes de cerebro
inmunoreactivos a Syp. Ya que en el mismo cerebro se usé una serie de cortes
para Syp y otra para GAP-43, la localizacién del sitio del electrodo sera el mismo

para los cerebros en ambas inmunohistoquimicas.

Bregma 1.60 mm

Bregma -0.40 mum

Figura 13. Cortes de cerebro con una inmunohistoquimica para Syp, en donde se muestra el sitio del electrodo de los
animales con kindling en CI (A), AMGc (B) y APM (C). Para una una mejor ubicacién del sitio del electrodo, en el lado

derecho, se muestra la representacion grafica de cortes de cerebro, tomados del atlas de Paxinos y Watson (1987).
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Sinaptofisina
En la figura 14 y 15 se muestran cortes representativos de Cl; APM y AMGc,

con una inmunoreactividad a Syp.

Figura 14. Cortes del hemisferio derecho de CI (A, D), APM (B, E) y AMGc (C, F) con una inmunoreactividad a Syn. En A, By C se
muestran los cortes de los sujetos sham y en D, E y F se muestran los cortes del grupo kindling. No se encontraron diferencias

significativas en la inmunoreactividad del grupo kindling con respecto al grupo sham. p > 0.05.
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Figura 15. Cortes del hemisferio izquierdo de CI (A, D), APM (B, E) y AMGc (C, F) con una inmunoreactividad a Syn. En A, By
C se muestran los cortes de los sujetos sham y en D, E y F se muestran los cortes del grupo kindling. En la figura 17B se
muestran los datos cuantitativos donde se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la inmunoreactividad del grupo
con kindling en CI (A) con respecto a la Cl del grupo sham (D) y también se encontraron diferencias significativas (p<0.05) de

los sujetos con kindling de la AMGc (C) con respecto a la AMGc del grupo Sham (F).
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Densidad o6ptica

Los resultados obtenidos de la DO para Syp fueron los siguientes (ver figura
16): Utilizando una prueba T de student se encontr6 que no habia diferencias
significativas (T30.23= 0.285], entre el APM derecha del grupo estimulado en el
APM y el APM derecha del grupo sham. Tampoco se encontraron diferencias
significativas (T(37.22)= 1.186), entre la Cl derecha del grupo estimulado en la Cl y la
Cl derecha del grupo sham. No se encontraron diferencias significativas (T 27.46)= -
0.627) entre la AMGc derecha del grupo estimulado en la AMGc y la AMGc
derecha del grupo sham.

Con respecto al lado izquierdo de cada region se encontrd lo siguiente (ver
figura 16): Utilizando una prueba T de student se encontré que no habia diferencias
significativas (T(3363= -0.714), entre el APM izquierda del grupo estimulado en el
APM y el APM izquierda del grupo sham. Se encontraron diferencias significativas
(Tz460= -2.089), entre la CI izquierda del grupo estimulado en la Cl y la CI
izquierda del grupo sham, es decir, la Cl izquierda del grupo sham presenté una
mayor inmunoreactividad a Syp que la Cl izquierda del grupo estimulado en la CI.
También se encontraron diferencias significativas (T(30.95= -1.768) entre la AMGc
izquierda del grupo estimulado en la AMGc y la AMGc izquierda del grupo sham,
especificamente se observo que la AMGc izquierda del grupo sham mostraba una
mayor inmunoreactividad a la Syp que la AMGc izquierda del grupo estimulado en

la AMGc. Ver tabla 4 para una mayor claridad de los resultados.
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A Inmunoreactividad a sinaptofisina en el hemisferio derecho

9- en animales sham y con kindling
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Figura 16. Se Muestra la densidad optica media de la inmunoreactividad a Syn en animales Sham y con
kindling. Se comparo el lado ipsilateral y contralateral de la regiéon estimulada de los animales con kindling
contra el mismo lado y regiéon pero de los sujetos Sham. La cuantificacion fue realizada en A) el lado
derecho y B) lado izquierdo de cada estructura. Abreviaturas: Cl corteza insular, APM, area preoptica medial

y AMGc, amigdala central, Se muestran los datos como la media + Error estandar.
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GAP-43
En la figura 17 y 18 se muestran cortes representativos de Cl; APM y AMGc,

con una inmunoreactividad a GAP-43.

Figura 17. Cortes del hemisferio derecho de CI (A, D), APM (B, E) y AMGc (C, F) inmunoreactivos a GAP-43. En A, B y C se muestran
los cortes de los sujetos sham y en D, E y F se muestran los cortes del grupo kindling. En la figura 19A se muestran los datos
cuantitativos en donde se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la inmunoreactividad del grupo con kindling en APM (B)
con respecto a la APM del grupo sham (E) y también se encontraron diferencias significativas (p<0.05) de los sujetos con kindling de la

AMGc (C) con respecto a la AMGc del grupo Sham (F).
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Figura 18. Cortes del hemisferio izquierdo de CI (A, D), APM (B, E) y AMGc (C, F) con una inmunoreactividad
a GAP-43. En A, B y C se muestran los cortes de los sujetos sham y en D, E y F se muestran los cortes del
grupo kindling. En la figura 19 se muestran los datos cuantitativos donde se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en la inmunoreactividad del grupo con kindling en CI (A) con respecto a la Cl del grupo sham (D) y
también se encontraron diferencias significativas (p<0.01) de los sujetos con kindling en AMGc (C) con

respecto a la AMGc del grupo Sham (F).
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Densidad o6ptica

Los resultados obtenidos de la DO de la GAP-43 fueron los siguientes (ver
figura 19): Utilizando una prueba T de student se encontré que habia diferencias
significativas (T41.93= 1.98), entre el APM derecha del grupo estimulado en el
APM y el APM derecha del grupo sham; es decir, la inmunoreactividad a GAP-43
en el APM derecha de los animales estimulados en el APM, fue mayor que la
inmunoreactividad del APM derecha de grupo sham. No se encontraron diferencias
significativas (T4.44)= -1.137), entre la Cl derecha del grupo estimulado en la Cl y
la Cl derecha del grupo sham. Se encontraron diferencias significativas (T(13.95= -
2.25) entre la AMGc derecha del grupo estimulado en la AMGc y la AMGc derecha
del grupo sham; observandose que la inmunoreactividad en la AMGc derecha de
los animales estimulados en la AMGc, fue menor que la inmunoreactividad de la
AMGc derecha de grupo sham. Con respecto al lado izquierdo de cada regidon se
encontré lo siguiente (ver figura 19): Utilizando una prueba T de student se
encontré que no habia diferencias significativas (T3e37)= 0.58), entre el APM
izquierda del grupo estimulado en el APM y el APM izquierda del grupo sham. Se
encontraron diferencias significativas (T1.86)= -1.78), entre la Cl izquierda del grupo
estimulado en la Cl y la Cl izquierda del grupo sham, es decir, la Cl izquierda del
grupo sham presentd una mayor inmunoreactividad a GAP-43 que la Cl izquierda
del grupo estimulado en la Cl. También se encontraron diferencias significativas
(T323= -6.77) entre la AMGc izquierda del grupo estimulado en la AMGc vy la
AMGc izquierda del grupo sham, es decir la AMGc izquierda del grupo sham
mostraba una mayor inmunoreactividad a GAP-43 que la AMGc izquierda del grupo

estimulado en la AMGc. Ver tabla 4, para una mayor claridad de los resultados.
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A Inmunoreactividad a GAP-43 en el hemisferio derecho
en animales Sham y con kindling

3.5+

| [__1Sham
i . R kindling

50 | — .
I I |

2.5

20- T

1.5

1.0 4

Inmunoreactividad (DO)
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0.0

Cl APM AMGc
Grupos

B Inmunoreactividad a GAP-43 en el hemisferio izquierdo
en animales Sham y con kindling
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Figura 19. Se Muestra la densidad éptica media de la inmunoreactividad a sinaptofisina en animales con
kindling y Sham. Se compar6 el lado ipsilateral y contralateral de la regiéon estimulada de los animales con
kindling contra el mismo lado y region pero de los sujetos Sham. La cuantificacion fue realizada en el A) lado
derecho y B) lado izquierdo de cada estructura. Abreviaturas: Cl corteza insular, APM, area predptica medial y

AMGc, amigdala central, Se muestran los datos como la media + Error estandar.
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Tabla 4. Se muestra un resumen de los resultados de la inmunoreactividad a Syp y
GAP-43 en animales con kindling. Los datos fueron cuantificados con la prueba T

de student. Todos los resultados son comparados con respecto al grupo sham.

Area preodptica Corteza Insular Amigdala
Media

Derecha | lzquierda | Derecha | lzquierda | Derecha | Izquierda

Syp = = = F = ¥

GAP-43 T* = = 1* 1* 1**

La inmunoreactividad en el APM de animales con kindling del APM fue solo diferente en la
inmunoreactividad a GAP-43 en el lado derecho del APM. La inmunoreactividad a Syp y GAP-43 en
Cl de animales con kindling en Cl mostré Unicamente diferencias en el lado izquierdo de la Cl. La
inmunoreactividad a GAP-43 en AMG de animales con kindling en AMG mostré diferencias en el
lado izquierdo y derecho de la AMG y para Syp solo se encontré diferencias en el lado izquierdo de
la AMG. = igual a sham; 1 Mayor que sham. |Menor a sham. Prueba T de student.* p<0.05.

En resumen, los animales con kindling en Cl mostraron una disminucion en
la expresién de la GAP-43 y Syp en el lado izquierdo de dicha estructura. Los
animales con kindling de la AMGc mostraron una disminucion de la Syp en el lado
izquierdo de dicha estructura y en relacion a la expresion de la GAP-43, la
inmunoreactividad de esta proteina fue menor tanto en el lado derecho, como en el
lado izquierdo de la AMGc. Los sujetos con kindling del APM mostraron un
aumento en la expresion de GAP-43 en el lado derecho de esta estructura; con
respecto a la expresion de la Syp en estos sujetos no se encontré ninguna

modificacion en ninguno de los hemisferios.
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8.8 DISCUSION

GAP-43 y Sinaptofisina

En la Cl y AMGc hubo una menor expresion de GAP-43 y Syp de los sujetos
estimulados en dichas estructuras que en la Cl y AMGc (respectivamente) de los
sujetos sham, predominantemente la disminucion ocurrié en el lado contralateral
(hemisferio izquierdo) de la region estimulada, con excepcién de la AMGc en donde
la disminucion de la expresion de la GAP-43 ocurrio en ambos hemisferios. Los
sujetos con kindling del APM mostraron una inmunoreactividad mayor de GAP-43
en el APM (una regién no relacionada con el CAS), pero unicamente en el lado
derecho (sitio de estimulacion), en estos sujetos no hubo cambios en la expresion
de Syp.

Los resultados fueron sorpresivos, porque la literatura relacionada con
kindling y las proteinas GAP-43 y Syp reportan un aumento en la expresion de
estas proteinas, en los cerebros de los sujetos con kindling. Sin embargo, es
necesario aclarar que en estos trabajos, la estructura que principalmente se ha
cuantificado es el hipocampo. En el trabajo de Elmer et al. (1996) indican un
aumento transitorio de la expresion del ARNm de GAP-43, en la amigdala
basolateral de los sujetos con kindling. En el caso de la Syp, el unico reporte
donde se ha evaluado en otras estructuras diferentes al hipocampo, es el trabajo
de Li et al (2002), ellos encontraron un aumento en la corteza piriforme, pero no en
la corteza entorrinal. Nuestros resultados podrian indicar que el kindling no
solamente provoca un aumento en la expresion de la GAP-43 y Syp, sino puede
producir una disminucion de estas proteinas.

Sin embargo, estos cambios en la expresion de estas proteinas, no solo son

resultado de los efectos del kindling, sino también de los mecanismos neuronales
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asociados al CAS. Porque, es muy curioso, que sélo las estructuras relacionadas al
CAS (AMGc y CI) hayan presentado una menor inmunoreactividad tanto a la GAP-
43 como a la Syp.

Nuestra idea inicial fue que si los receptores NMDA de los sujetos con
kindling muestran una mayor sensibilidad (Armijo et al. 2000), entonces esta
sensibilidad facilitaria la expresién de GAP-43, ya que su expresion depende de la
activaciéon de los receptores NMDA (Benowitz & Routtenberg 1997). Lo que
parcialmente podria explicar el incremento en el aprendizaje aversivo de los sujetos
con kindling. Sin embargo, nuestros resultados fueron diferentes con respecto a
los niveles de expresion de GAP-43 y Syp.

Una explicacion posible de por qué no encontramos un aumento en la
expresion de GAP-43 y Syp, es porque sacrificamos a los sujetos después de la
extincion del segundo CAS (recuérdese, en este segundo CAS, la respuesta
aversiva se recupero6 con una dosis baja de LiCl que no induce una clara aversion).

No se conocen, exactamente los mecanismos que subyacen a la extinciéon
de aprendizajes aversivos, pero recientemente, se ha reportado (Dalton et al.
2007) que la depresion a largo plazo (long term depression: LTD®) juega un papel
muy importante en el desarrollo de la extincion. Dalton et al. (2007), encontraron
que el bloqueo del LTD durante la sesion inicial de la extincion del
condicionamiento al miedo (Fear Conditioning'®) provocaba una interrupcién de la

extincion.

® LTD es una disminucion en la eficacia singptica a largo plazo que es inducida por estimulos
eléctricos de baja frecuencia.

1% Condicionamiento al miedo o “Fear Conditioning”: es una tarea de aprendizaje y memoria de tipo
aversivo, el cual consiste en asociar un estimulo incondicionado (ej., un choque eléctrico) con un
estimulo condicionado (ej., una luz). El estimulo incondicionado o choque eléctrico se aplica en los
miembros anteriores y posteriores de las ratas, la finalidad es que el sujeto asocie la luz con el
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Dalton et al. (2007), también observaron que el bloqueo de la LTD durante el
condicionamiento, no afectaba el recuerdo del “Fear Conditioning”, ni tampoco se
afectaba su recuperacion espontanea, cuando se bloqueaba la LTD después de la
extincion del miedo o “Fear Conditioning” Los autores sugirieron (Dalton et al.
2007), que la LTD media la extincion de este condicionamiento y que puede ser un
mecanismo que facilite la modificacion de una asociacion aprendida (ej., miedo
condicionado).

Sin embargo, con respecto a la recuperacion espontanea de la respuesta
aversiva, algunos estudios (Herry & Garcia 2003; Herry & Mons 2004) han
encontrado, que la recuperacion espontanea del miedo condicionado esta asociada
con el LTD y con una disminucién de los niveles de c-Fos en la corteza prefrontal y
en la amigdala basolateral. Se ha observado (Herry & Mons 2004) que el LTD y la
disminucién de la expresion de c-Fos son factores relacionados con el fracaso de
extinguir el miedo condicionado. Especificamente, se ha encontrado (Herry &
Mons 2004) que en la sesién inicial de la extincion hay una disminucion en la
expresion de c-Fos y cuando ocurre la extincion completa se observa un
incremento en la expresion de c-Fos y una mayor fuerza del LTP. Los resultados
de Herry y Mons (2004) indicarian que la resistencia a la extincion esta asociado al
LTD. Nuestros resultados, con respecto a la expresién de GAP-43 y Syp, podrian
sugerirnos que la extincion completa del segundo CAS esta relacionada con una
disminucién en la fuerza sinaptica, esto podria contradecir el trabajo de Herry y

Mons (2004). A pesar de esto, también es posible que la disminucion de estas

choque, y que después con la sélo presentacion del estimulo condicionado o la luz, el sujeto
sobresalte.
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proteinas esté relacionada con la resistencia a la extincion del CAS o el incremento
en la respuesta aversiva de los sujetos con kindling en Cl y en AMGc.

Diversos estudios (Bastrikova et al. 2008; Kamikubo et al. 2006;
Trachtenberg et al. 2002) han demostrado que la LTD esta asociada con una
disminucidon en la fuerza sinaptica acompafada por la eliminaciéon de las sinapsis.
Incluso, recientemente, (Bastrikova et al. 2008) se ha observado que la LTD
provoca una completa separacion entre el botdn presinaptico y la espina dendritica.
Este proceso de eliminacion de sinapsis, ha sido considerado como un mecanismo
qgue subyace al remodelamiento de los circuitos neuronales y a la formacion de la
memoria (De Paola et al. 2006).

Asi que la disminucion en la expresién de las proteinas GAP-43 y Syp en los
sujetos con kindling de la AMGc y CI, podria reflejar un proceso de eliminacion
sinaptica, asociado a una remodelacion de los circuitos neuronales. En donde estas
modificaciones sinapticas podrian estar asociadas al proceso de extincion del CAS.

Otra posible propuesta es la siguiente: si el kindling esta asociado a un
aumento en la expresion y sensibilidad de los receptores NMDA, esto
desencadenaria una rapida activacion de los mismos con la consecuente liberacién
de BDNF. Esto, por consiguiente, en el caso de la Cl podria facilitar la formacion de
la memoria a largo plazo y para la AMGc aumentaria su sensibilidad para detectar
el estimulo incondicionado, lo cual traeria como consecuencia un aumento en la
fuerza aversiva del CAS. Todos estos eventos, estarian relacionados con una
sobrexcitabilidad neuronal, generada no sélo por el kindling sino por el aprendizaje.
Una vez adquirido y consolidado el CAS, es posible, que estas redes neuronales
incorporen mecanismos homeostaticos que impiden la saturacion del sistema y el

bloqueo de su capacidad de almacenamiento (Bruel-Jungerman et al. 2007), por
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ejemplo, la saturacién de la LTP provoca un deterioro en la memoria espacial
(Moser et al. 1998). Los mecanismos de fortalecimiento y debilitamiento sinaptico
pueden ocurrir simultaneamente en diferentes sinapsis, impidiendo la excitacion
cronica que podria causar una disfuncion (Bruel-dJungerman et al. 2007). Por
ejemplo, se ha descrito que 3 dias después de la LTP, disminuye la expresion de la
GAP-43 (Meberg et al. 1993), lo cual podria sugerir un mecanismo de estabilizacion
sinaptica. Esto, puede estar relacionado con el hecho de que la LTD produce una
disminuciéon en la fosforilacion de la GAP-43, que posiblemente esté relacionado
con una disminucién en la eficacia sinaptica que caracteriza al LTD (Ramakers et
al. 2000). Entonces, lo anterior podria sugerirnos que una vez que se consolidé el
aprendizaje aversivo, haya ocurrido un debilitamiento en el fortalecimiento
sinaptico. Este debilitamiento, podria estar asociado con la disminuciéon en la
expresion de la GAP-43 y Syp, reflejando un proceso de estabilizacidén sinaptica.
Un modelo tedrico predice que el debilitamiento sinaptico produce una mayor
ganancia en la capacidad de almacenamiento que un fortalecimiento sinaptico
(Brown & Bashir 2002). Este mecanismo podria explicar porque los animales con
kindling de la AMGc y Cl mostraron una fuerte aversién al sabor y por consiguiente
un retraso en la extincion.

Entonces, se proponen dos posibles explicaciones: 1) que la disminucién en
la expresion de GAP-43 y Syp haya fortalecido el aprendizaje aversivo, y 2) que la

disminucién de estas proteinas esté asociado al proceso de extincién del CAS.
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CAPITULO 9. EXPERIMENTO 3

9.1 INTRODUCCION

Como previamente se describié en la seccion “Kindling y Plasticidad”, en el
kindling ocurre una enorme variedad de cambios neuronales funcionales vy
estructurales a corto y largo plazo, los cuales ocurren en ausencia de dafio
neuronal, muy por el contrario de modelos que inducen estatus epilepticus por
acido kainico, en donde el dafio neuronal es evidente, tal como fue descrito en el
capitulo “Modelo de estatus epilepticus inducido por acido kainico”. Nuestros
resultados previos demostraron que el kindling favorece el aprendizaje aversivo al
sabor. Esto condujo a evaluar, si el modelo del acido kainico, el cual provoca dafo
neuronal y crisis generalizadas interfiere o bloquea el CAS.

9.2 OBJETIVO

e Evaluar si el modelo del acido kainico, el cual provoca dafio neuronal y crisis

generalizadas interfiere o bloquea el CAS.

Inicialmente, en este experimento se planteé unicamente la realizacién de
este objetivo. Sin embargo, los resultados del primer objetivo mostraron que los
animales tratados con acido kainico si bien no exhibian un bloqueo en su
aprendizaje aversivo, si mostraban un deterioro en este aprendizaje, sobre todo
durante los primeros dias de prueba del CAS y ademas presentaban una alteracion
en la neofobia inicial. Como el aprendizaje aversivo al sabor no fue bloqueado
completamente, estos resultados llevaron a plantear la realizacién de otro objetivo,
cuya finalidad fue:

e Evaluar si los sujetos tratados con AK y entrenados en un segundo CAS,

presentaban un deterioro del CAS.
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9.3 HIPOTESIS

Los animales tratados con acido kainico presentaran interferencias 6 un
bloqueo en el CAS.

9.4 METODO

Sujetos

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 200 gramos,
mantenidos en un ciclo de luz-oscuridad invertido (12:12hrs) con comida y agua ad
libitum (excepto durante el CAS)

Diseio

Se formaron los siguientes grupos:

Ratas inyectadas con acido kainico (AK) (5mg/kg, ip), que fueron entrenadas
en el CAS e inyectadas con LiCl: Grupo AKLi

Ratas inyectadas con AK (5mg/kg, ip), que fueron entrenadas en el CAS e
inyectadas con cloruro de sodio (NaCl): Grupo AKNa

Ratas a las que no se les inyecto el AK, que fueron entrenadas en el CAS e
inyectadas con LiCl: Grupo IntacLi (intactas Litio)

Ratas a las que no se les inyecto el AK, que fueron entrenadas en el CAS e
inyectadas con NaCl. Grupo IntacNa (intactas Sodio)

PROCEDIMIENTO

Estatus epilepticus

La induccion de las crisis epilépticas por medio del AK consistio en inyectar a
los sujetos con AK (5mg/kg por hora, i.p.) durante un periodo aproximado de 5
horas, hasta que las ratas presentaran tres fases 5. Este procedimiento se realizd
de acuerdo a Hellier et al. (1998). Los sujetos inyectados con AK fueron

observados para registrar las crisis conductuales, las cuales fueron clasificadas de
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acuerdo a la escala de Racine (1972b). Una vez que los sujetos presentaron por lo
menos 3 fases 5, se les dejo 2 semanas de recuperaciéon y posteriormente fueron
entrenados al CAS.

CAS

Los sujetos fueron entrenados en dos CAS y en cada condicionamiento se
utilizé un sabor diferente como estimulo condicionado (solucion de sacarina o de
NaCl). Cuando los sujetos son entrenados en 2 CAS independientes, se usa un
sabor distinto para cada entrenamiento del CAS (Gutierrez et al. 1997).

Primer CAS

Para el primer CAS, se siguié el mismo protocolo del CAS que el presentado
en la seccién del método general. El estimulo condicionado para el primer CAS fue
la solucion de sacarina al 0.1%.

Segundo CAS

Cuando ocurrio la extincion del primer CAS, en los sujetos tratados con AK e
intactos, fueron nuevamente entrenados en un segundo CAS. Se usé el mismo
protocolo del CAS del método general, pero el estimulo condicionado fue la
solucién de cloruro de sodio al 0.9% (NaCl).

Analisis estadistico

Para medir la fuerza aversiva del CAS entre los diferentes grupos, se analiz6
con un ANDEVA 4 (grupos) x 23 (dias de consumo) para medidas repetidas

seguida de la prueba post hoc de Fisher.
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9.5 RESULTADOS
Primer CAS (sacarina)
A continuacion se describen los resultados del presente experimento. En el primer
CAS de las ratas tratadas con AK e intactas, la ANDEVA mostré un efecto
significativo en el factor A (Grupo), F(322= 5.497, p=0.0046; en el factor B (dias de
consumo), Fo22= 21.2307, p<0.0001 y en la interaccion A x B (Grupo-dias de
consumo), F22)= 2.56, p<0.0001. Se encontr6é que las ratas en el dia de séptimo
(dia de la adquisicién) AKLi y AKNa, consumen significativamente mas sacarina
que las ratas IntacNa e IntacLi (p<0.05). En el dia 11 (evocacién y extincidn) se
encontré que el grupo AKLi y AKNa consumié la misma cantidad de sacarina que el
grupo IntactaNa (p>0.05). Los sujetos AKLi en los dias 11 al 13 consumieron mas
sacarina que los sujetos IntacLi (p<0.05), no se observa un claro aprendizaje
aversivo hacia la sacarina en los animales AKLi durante estos dias. El consumo de
sacarina del grupo AKLi en los dias del 14 al 23 no fue significativamente diferente
del grupo IntacLi. Entre los sujetos AKNa e IntacLi no se observan diferencias
significativas en el consumo de sacarina del dia 14 al dia 23 (p>0.05), so6lo excepto
durante el dia 16 (P<0.05). Los sujetos IntacLi consumieron menos sacarina que
los IntacNa del dia 11 al dia 22 (p<0.05). Los sujetos AKLi consumieron menos
sacarina del dia 12 al dia 23 que los IntacNa (p<0.05). Los sujetos AKNa también
consumieron significativamente menos sacarina del dia 12 al dia 22 que el grupo
IntacNa (p<0.05), excepto el dia 16 y 20. Del dia 16 al 19 los sujetos AKLi
consumieron significativamente menos que los sujetos AKNa (p<0.05). En general,
los datos sugieren que los animales AKLi no muestran un claro aprendizaje

aversivo hacia la sacarina. Ver figura 20.
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CAS (SACARINA) DE ANIMALES TRATADOS

CON ACIDO KAINICO E INTACTOS
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Figura 20. Adquisicion, evocacion y extincion del aprendizaje aversivo a los sabores de ratas tratadas con
Acido kainico (AK). En el dia siete se apared el Estimulo Condicionado (Sacarina) y el Estimulo
Incondicionado (LiCl), los dias 8, 9y 10 son la linea base, a partir del 11 se registra el consumo de sacarina.
Se muestran los grupos: AKLI, ratas tratadas con AK e inyectadas con LiCl para producirles la aversion;
AKNa, ratas tratadas con AK e inyectadas con NaCl para usarlas como control en el CAS; IntaclLi, ratas sin
AK pero inyectadas con LiCl para inducirles el condicionamiento aversivo; IntacNa, ratas sin AK pero
inyectadas con NaCl para usarlas como control en el CAS. Los datos se expresan como media + Error

estandar. Diferente de IntacLi: *p<0.05, **p<0.01. Diferente de IntacNa: * p<0.05, **p<0.01. Diferente de
AKNa: *p<0.05, **p<0.01..
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Segundo CAS (NaCl)

En el segundo CAS de las mismas ratas tratadas con AK (en donde se
sustituyé la sacarina por cloruro de sodio), la ANDEVA mostr6 un efecto
significativo en el factor A (Grupos), F3,18= 4.7, p=0.0097; en el factor B (dias de
consumo), F319= 6.14, p<0.0001 y en la interaccion A x B (Grupos-dias de
consumo), F319= 3.84, p<0.0001. Se encontr6 que las ratas AKLi y AKNa
consumen la misma cantidad de soluciéon de NaCl que las ratas IntacNa, (p>0.05).
Las ratas IntacLi consumen significativamente menos sacarina que las ratas AKNa,
AKLi e IntacNa, en los dias del 11 al 13 y del dia 15 al 18 (p<0.05), excepto el dia
14 y 16 en los cuales consumen la misma cantidad de sacarina que los grupos
AKNa, AKLi e IntacNa. En este segundo condicionamiento es evidente que los

sujetos AKLi presentan un bloqueo en el CAS. Ver figura 21.
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SEGUNDO CAS (CLORURO DE SODIO) DE ANIMALES TRATADOS
CON ACIDO KAINICO E INTACTOS
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Figura 21. Adquisicion, evocacion y extincion en un segundo CAS de ratas tratadas con acido kainico
(AK). En el dia siete se apare6 el Estimulo Condicionado (cloruro de sodio) y el Estimulo
Incondicionado (LiCl), los dias 8, 9 y 10 son la linea base, a partir del 11 se registra el consumo de
cloruro de sodio. Se muestran los grupos: AKLI, ratas tratadas con AK e inyectadas con LiCl para
producirles la aversion; AKNa ratas tratadas con AK e inyectadas con NaCl para usarlas como control
en el CAS; IntacLi, ratas sin AK pero inyectadas con LiCl para inducirles el condicionamiento aversivo;
IntacNa, ratas sin AK pero inyectadas con NaCl para usarlas como control en el CAS. Los datos se
expresan como media  Error estandar.

Diferente de IntacLi: *p<0.05, **p<0.01. Diferente de IntacNa: * p<0.05, ** p<0.01.
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Figura 22. Cortes del hemisferio cerebral izquierdo inmunoreactivos a GAP-43, en donde se puede observar, el
hipocampo (Hipoc), la amigdala central (Ce) y basolateral (BA). En A se muestra un corte de cerebro de un
animal kindling. En B se muestra un corte de cerebro de un animal tratado con acido kainico. Amplificacion 2x.

En resumen, los sujetos tratados con acido kainico, mostraron deficiencias
en el desarrollo del CAS, tanto en el primero como en el segundo, en donde fue
mas notorio el deterioro del aprendizaje aversivo.

9.6 DISCUSION

Los sujetos AKLi mostraron un deterioro en el aprendizaje aversivo
comparado con los sujetos IntacLi (los cuales no recibieron ningun tratamiento con
AK). Estos datos demuestran que otro modelo que provoca dafno neuronal y crisis
generalizadas, interfiere con el aprendizaje aversivo al sabor. Esto contrasta con el
kindling, el cual favorece este aprendizaje.

Nuestros resultados concuerdan con otros estudios (Kemppainen et al.
2006; Sarkisian et al. 1997; Yin et al. 2005), que también han observado en sujetos
con estatus epilépticus inducido por AK, deficiencias en el aprendizaje y memoria
de otras tareas. Por ejemplo, en animales con epilepsia inducida por AK, se ha

encontrado (Kemppainen et al. 2006) una atenuacién de la respuesta al miedo de
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un estimulo condicionado (en una tarea llamada “fear conditioning”). También se
han reportado (Sarkisian et al. 1997; Yin et al. 2005) deficiencias en la memoria
espacial en una tarea de laberinto acuatico en animales con epilepsia inducida por
AK .

Esta ampliamente documentado (Chen & Buckmaster 2005; Hopkins et al.
2000; Schwob et al. 1980) que las crisis epilépticas por AK inducen dafio neuronal.
En la figura 22 B se muestra un corte del hemisferio cerebral izquierdo de un
animal tratado con AK, en el cual se puede ver un enorme ventriculo lateral, un
hipocampo deformado, un orificio en la zona donde se encontraba la corteza
piriforme y solo se observa una parte de la amigdala basolateral. Por lo que el
deterioro en el aprendizaje aversivo pudo ser causado por el dafo neuronal que
provoca el AK. A partir de las primeras 4 horas después de la inyeccion de AK el
dafio neuronal empieza a ser notable (Chen & Buckmaster 2005). Este dafo
neuronal se presenta en diferentes estructuras cerebrales, entre ellas, el
hipocampo, la AMGDb, la AMGc y la Cl (Hopkins et al. 2000; Schwob et al. 1980;
Weiss et al. 1996), que estan implicadas en el CAS. En la figura 22 B se pueden
observar algunas de estas areas lesionadas por el AK El deterioro en esta tarea de
aprendizaje, fue posiblemente resultado no sélo del dafio en la Cl y la AMG, ya que
otras estructuras cerebrales también presentan dafio neuronal y necrosis, entre las
cuales estan, la corteza piriforme, la corteza entorrinal, la region septal y el tdlamo
(Chen & Buckmaster 2005). Por lo tanto, el efecto del AK sobre el CAS es
inespecifico, ya que la pérdida neuronal involucra diferentes regiones cerebrales.

Cuando se evalud el segundo CAS o segundo condicionamiento, en donde
se empleo el cloruro de sodio como EC, los sujetos tratados con AK, mostraron un

completo bloqueo en el aprendizaje aversivo del CAS, que pudo ser consecuencia
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de una alteracion en la neofobia del sabor, ya que consumieron mas del estimulo
condicionado en el dia de la adquisicion, o pudo ser un efecto combinado, tanto del
deterioro de la neofobia inicial como del déficit en el aprendizaje aversivo.
Recientemente, De la Cruz et al. (2008) encontraron que el hipocampo parece ser
esencial en procesos asociados a la neofobia, por lo que la disminuciéon de la
neofobia hacia la solucion con sacarina en el primer dia de exposicion de esta
solucién, pudo estar relacionado con el dafio en el hipocampo.

El hecho de que los sujetos tratados con AK en el segundo CAS con la
solucion salina como EC, hayan presentando un claro déficit del aprendizaje
aversivo, pudo deberse a un dafio neuronal progresivo y a un aumento de las crisis
convulsivas espontaneas.

Esto contrasta con los datos observados con el kindling, ya que se ha
demostrado que el kindling no induce dafio neuronal (Hawrylak et al. 1993; Letty et
al. 1995; Smith et al. 2005; Tooyama et al. 2002) en la estructura estimulada ni en
otras regiones cerebrales (Tuunanen & Pitkanen 2000). El dafo neuronal no se
observa después de cinco fases 5 (Tuunanen & Pitkanen 2000), incluso se ha
reportado (Brandt et al. 2004) que cuando se realiza kindling extendido (varias
estimulaciones eléctricas después de la fase 5 hasta provocar crisis espontaneas),
este se desarrolla en ausencia de dafio neuronal.

Otros trabajos (Letty et al. 1995; Tooyama et al. 2002), han comparado
simultaneamente las alteraciones neuronales inducidas tanto por el modelo de
estatus inducido por AK como por el modelo del kindling. Letty et al (1995)
encontraron, en los animales con estatus epilépticus inducido por AK, lesiones
severas en la amigdala, corteza piriforme e hipocampo y ademas los sujetos

presentaron deficiencias en la memoria espacial. Por el contrario, cuando
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evaluaron a los sujetos con kindling no encontraron lesiones en ninguna de las
estructuras cerebrales y los sujetos no mostraron deficiencias en la memoria. En
otro estudio (Tooyama et al. 2002), observaron que los sujetos con estatus
epilépticus inducido con AK presentaron microglia reactiva, lo cual indicaba un
proceso de degeneracion neuronal. En cambio, los sujetos con kindling no
mostraron procesos de degeneracion neuronal. Estos datos nos sugieren que la
disminucién en la expresion de GAP-43 y Syp, observada en los sujetos con
kindling de la AMGc y CI, esta posiblemente relacionada a procesos de
reorganizacion neuronal y tal vez asociados con la misma tarea del CAS, tal como
ya se explico previamente. En el caso de los sujetos tratados con AK, sus
deficiencias en el CAS fueron posiblemente causados por el dano neuronal
provocado por el AK. Es claro, que estos dos modelos (kindling y estatus
epilepticus inducido por acido kainico) tienen efectos conductuales diferentes, ya

que los procesos neuronales asociados en cada uno de ellos son distintos.
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CAPITULO 10. CONCLUSIONES GENERALES
Los resultados del presente trabajo demuestran para el caso del experimento uno,
que todos los sujetos sham y con kindling, fueron capaces de aprender la tarea
aversiva. Estos datos contradicen los trabajos que sefialan que el kindling interfiere
con el aprendizaje y memoria (revisar Hannesson & Corcoran 2000). Ademas,
encontramos que los sujetos con kindling en Cl y AMGc mostraron una mayor
aversion hacia la sacarina que los sujetos sham y con kindling del APM. Esto nos
sugiere que el kindling en Cl y AMGc probablemente esté facilitando el aprendizaje
aversivo y que los efectos del kindling son especificos del sitio de estimulacion,
esto fue evidente ya que la estimulacién eléctrica en el APM no tuvo ningun efecto
sobre el CAS, ya que es una estructura que no esta involucrada en este tipo de
aprendizaje aversivo. Cuando los sujetos sham y con kindling en Cl, AMGc y APM,
fueron nuevamente entrenados en un segundo CAS con una dosis baja de LiCl que
es incapaz de inducir un claro aprendizaje aversivo, los sujetos presentaron
nuevamente la aversién al sabor. Esto sugiere, que los sujetos recordaban la
asociacion EC-EI que fue adquirida durante el primer CAS. Sin embargo, sélo los
sujetos con kindling en Cl y AMGc presentaron una aversion mas fuerte hacia el
EC (sacarina). Lo cual indica que los sujetos con kindling en Cl y AMGc recordaban
mejor la asociacion EC-El que fue adquirida en el primer CAS.

En el experimento dos, se encontré una menor expresion de GAP-43 y Syp,
en el lado contralateral del sitio de estimulacion de los sujetos con kindling en Cl y
AMGc con respecto a los sujetos sham. De forma interesante el APM (una region
no relacionada con el CAS) de los sujetos estimulados en dicha regién, mostraron
una mayor inmunoreactividad de GAP-43 pero unicamente en el lado derecho (sitio

de estimulacion). En estos sujetos no hubo cambios en la expresion de Syp, esto
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sugiere, que probablemente la disminucién en los niveles de expresion de la GAP-
43 y Syp, no solo sean consecuencia de los efectos del kindling sino de los
mecanismos implicados en el CAS. Como se propuso anteriormente, la disminucion
en la expresidn de estas proteinas, podria reflejar un proceso de eliminacion
sinaptica, asociado a una remodelacién de los circuitos neuronales. En el caso del
APM, el incremento en la expresion de GAP-43, probablemente solo fue
consecuencia del kindling y no del CAS, porque es una regiébn que no esta
implicada en el procesamiento del CAS. El hecho de que los cambios en los niveles
de expresion de la GAP-43 y Syp, sean predominantemente del lado contralateral
del sitio de estimulacion, es dificil de explicar. Una posible sugerencia, es que el
lado del sitio de estimulacion, primero se haya saturado, por la entrada directa del
estimulo eléctrico. Es decir, la sobrexcitabilidad neuronal generada por la directa
estimulacién eléctrica pudo generar mecanismos homeostaticos inmediatos que

impiden la “saturacién del sistema”""

(Bruel-dJungerman et al. 2007), impidiendo la
excitaciéon cronica que podria causar una disfuncién (Bruel-dJungerman et al. 2007).
Esto pudo favorecer, en el sitio de estimulacién, una mayor facilidad para que se
disparen los mecanismos de eliminacion sinaptica y por lo tanto se desencadene
mas rapidamente la estabilizacidon sinaptica, hasta alcanzar los niveles basales de
estas proteinas (GAP-43 y Syp). Es probable que el lado contralateral del sitio de
estimulacién, aun no haya alcanzado una completa estabilizacién sinaptica.

Por ultimo, en el experimento tres, los sujetos tratados con AK, mostraron un

bloqueo del aprendizaje aversivo. El dafio neuronal que caracteriza a los sujetos

" Término empleado en Bruel-Jungerman et al. (2007) y usado en los modelos de redes

neuronales.
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con crisis inducida por AK, pudo ser responsable de la interrupcion del CAS. Estos
datos nos sugieren que la disminucién en la expresion de GAP-43 y Syp,
observada en los sujetos con kindling de la AMGc y CI, esta posiblemente
relacionada con procesos de reorganizacion neuronal. En el caso de los sujetos
tratados con AK, sus deficiencias en el CAS estuvieron posiblemente relacionadas
con el dafo neuronal provocado por el AK. Estos modelos tienen efectos
conductuales diferentes, ya que los procesos neuronales asociados en cada uno de
ellos son distintos.

En futuros experimentos sera importante evaluar si los niveles de expresion
de GAP-43 y Syp varian en diferentes etapas del CAS. Por ejemplo, medir los
niveles de expresion de las proteinas GAP-43 y Syp, inmediatamente después de
la adquisicién, o medirlas en el primer dia de prueba del CAS (primer dia de la
evocacion del CAS), o medirlas en el dia inicial de la extincidén o en diferentes dias
de la extincion. Esto, tal vez nos permita saber, si la disminucion de la GAP-43 y
Syp se debe a la extincion o a un fortalecimiento del aprendizaje aversivo.

Antes de finalizar, es importante hacer algunos sefialamientos con respecto
al estudio de los mecanismos de la plasticidad en el kindling.

Los cambios funcionales y estructurales a largo plazo de los circuitos
neuronales que provoca el kindling son similares a los que induce el LTP. Por
ejemplo, en ambos se produce una facilitacion sinaptica, dependen de la sintesis
de proteinas que resultan en cambios estructurales sinapticos, muchos de estos se
traslapan, sugiriendo un continuum de las modificaciones neuronales que conducen
tanto a funciones normales (ej. memoria) como anormales (crisis epilépticas)

(McEachern & Shaw 1999; Meador 2007). A pesar de que el kindling ha sido
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investigado en el contexto de su relevancia clinica en la epilepsia y la potenciaciéon
sinaptica inducida por las crisis, s6lo pocos estudios estan relacionados con la

plasticidad sinaptica después del kindling (Schubert et al. 2005).
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KINDLING INCREASES AVERSION TO SACCHARIN

IN TASTE AVERSION LEARNING

L. LOPEZ-VELAZQUEZ, E. AGUIRRE
AND R. G. PAREDES*

Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico, Apartado Postal 1-1141, Querétaro, Qro. C.P. 76001, Mexico

Abstract—Kindling is a model in which an initially subcon-
vulsive electrical stimulation of certain brain areas eventually
develops a generalized seizure that produces behavioral and
long term neuronal changes. In the present study we evalu-
ated if kindling can modify conditioning taste aversion (CTA).
In this paradigm animals acquire aversion to saccharin when
it is presented as the conditioned stimulus (CS) followed by
an injection of lithium chloride (LiCl) that induces a gastric
irritation as the unconditioned stimulus (US). Male Wistar rats
were implanted with bipolar electrodes aimed at the right
amygdala (AMG) or at the right insular cortex (IC). The ani-
mals were stimulated daily until they reached stages 2-4
(intermediate) or until kindling was fully established (three
consecutive stage 5 seizures). At least two weeks after kin-
dling stimulation had ceased the animals were deprived of
water for 24 h and given 10-min drinking sessions twice a day
for 4 days. On day 5 (morning session) tap water was re-
placed by saccharin solution (0.1%), 20 min later the animals
were injected with LiCl (7.5 ml/kg i.p., 0.2 M) to induce gastric
malaise or taste aversion. After three more days of baseline
consumption, water was substituted by a fresh 0.1% saccha-
rin solution to test the aversion. AMG-kindling delayed the
extinction of CTA. Animals with kindling in the IC had a higher
retention than the sham kindling group; that is, they drank
significantly less saccharin solution than the other groups. The
results of the present experiment show that local modification
of brain function induced by kindling stimulation can prolong
the aversive effects of CTA. © 2006 IBRO. Published by
Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: kindling, conditioned taste aversion, amygdala,
insular cortex, learning and memory.

Kindling is a model in which an electrical subconvulsive
stimulation is administered daily in certain brain areas and
eventually develops generalized seizures that produce be-
havioral and long term neuronal changes (Goddard et al.,
1969; Goddard and Douglas, 1975). Several studies have
demonstrated that kindling can induce behavioral
changes. Previously we showed that male rats that did not
display sexual behavior, despite being tested on repeated
occasions with sexually receptive females, started mating

*Corresponding author. Tel: +52-442-2381060; fax: +52-422-2381046.
E-mail address: rparedes@servidor.unam.mx (R. Paredes).
Abbreviations: AD, afterdischarge; AMG, amygdala; AP, anteroposte-
rior; BLA, basolateral amygdala; cAMG, central amygdala; CREB,
cAMP-response element-binding protein; CS, conditioned stimulus;
CTA, conditioned taste aversion; DV, dorsoventral; IC, insular cortex;
LiCl, lithium chloride; US, unconditioned stimulus.

after kindling was established in the medial preoptic area
(Paredes et al., 1990). These males continued to display
sexual behavior even 8 months after kindling stimulation
had ceased (Portillo et al., 2003). These studies clearly
show that kindling produces long term behavioral changes
probably associated with the specific brain area stimu-
lated. Other groups have also reported behavioral changes
after kindling including modifications in anxiety (Adamec
and Young, 2000) and maternal behavior (Morgan et al.,
1999). Several studies have asses the effects of kindling
like stimulation upon learning (see (Hannesson and Cor-
coran, 2000) for a review). In general, these studies have
described alterations in learning and memory (Gilbert et al.,
2000; Hannesson et al., 2001, 2005; Anisman and Mclntyre,
2002). However, the effects of kindling upon learning could
be different depending upon the interval between the last
seizure and behavioral training. For example it has been
shown that when longer periods (7 weeks) are used between
kindling stimulation and the behavioral task no impairment of
cognitive function is observed (Cammisuli et al., 1997; Leung
and Shen, 2006).

The conditioned taste aversion (CTA) paradigm con-
sists of the presentation of a novel flavor (usually saccha-
rin) followed by gastric malaise (usually induced by injec-
tion of lithium chloride; LiCl) that produces in the animal a
subsequent aversion to the taste. This is a suitable model
of learning and memory to study neural plasticity. It re-
quires only one presentation or pairing of the stimuli to
establish conditioning. Another important aspect is that the
brain areas that participate in CTA have been clearly iden-
tified. Several studies have demonstrated the importance
of the insular cortex (IC) in the acquisition and storage of
CTA (Bermudez-Rattoni and McGaugh, 1991; Bermudez-
Rattoni and Yamamoto, 1998; Gutiérrez et al., 2003). Dif-
ferent groups have shown that the basolateral amygdala
(BLA) plays a role in the formation of CTA (Yasoshima et
al., 1995; Miranda et al., 2002) whereas the central amyg-
dala (cCAMG) is involved in the recognition of the meaning
of the conditioned stimulus (CS) (Yasoshima et al., 1995).
There is also evidence indicating that the cAMG is impor-
tant in the acquisition of CTA (Bahar et al., 2003). Like-
wise, Lamprecht et al. (1997) demonstrated that inhibition
of protein synthesis and blockade of the transcription factor
cAMP-response element-binding protein (CREB) in cAMG
blocked consolidation of CTA memory.

Most of the studies that have assessed the effects of
kindling stimulation upon CTA have reported an impair-
ment of the task. In these studies the stimulation was given
immediately after training or between the CS and the un-
conditioned stimulus (US) evaluating only short term ef-

0306-4522/07$30.00+0.00 © 2006 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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fects of kindling stimulation associated with seizure in-
duced alterations (Mikulka and Freeman, 1984; Peele and
Gilbert, 1992). As well, these studies have evaluated only
one day of the extinction curve. If kindling stimulation does
indeed produce long term brain function modification, one
way to examine these changes would be to induce kindling
and assess behavioral changes several days later includ-
ing the extinction curve. This would give more emphasis to
the long term changes induced by kindling stimulation. The
aim of the present study was to evaluate if long term
effects of kindling (19 days after the last stimulation) could
modify acquisition or extinction of CTA. For that purpose
different groups of animals were stimulated daily until they
reach stages 2—4 (intermediate) or until kindling was fully
established (three consecutive stage 5 seizures) in either
the cAMG or IC. Sham-stimulated animals in the cAMG
and IC were also included. Two weeks after kindling was
established animals were trained for CTA.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals

Male Wistar rats from a local colony, weighing 250-300 g, were
maintained in single cages with an ad libitum feeding schedule
under a 12/-h light/dark cycle; the temperature was kept within the
range of 19-21 °C. All efforts were made to minimize the number
of animals used and their suffering during experimental proce-
dures according to the Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para Salud of the Mexican Health Min-
istry and the Institute Animal Care Committee that follows National
Institutes of Health (NIH, USA) guidelines.

Surgery

The rats were deeply anesthetized with a mixture of ketamine
(95 mg/kg) and xylazine (12 mg/kg) injected intraperitoneally.
They were surgically implanted with a bipolar stainless steel insu-
lated electrode at the right cAMG, or the right IC. The following
coordinates based on the atlas of Paxinos and Watson (1987)
were used: cAMG: anteroposterior (AP) —2.5 mm from bregma;
4.25 mm lateral to the midline; dorsoventral (DV), —8.0 mm from
dura madre. IC: AP+1.2 mm from bregma; 5.5 mm lateral to the
midline, DV, —5.5 mm from dura mater. Three stainless steel
anchor screws were placed in the skull. The rats were returned to
their home cage for a 1 week recovery period.

Procedure

After recovery, kindling procedure was initiated. Rats were indi-
vidually transferred to the kindling room and were attached to a
cable connected to a custom-built constant-current generator. On
day 1 the afterdischarge (AD) threshold was determined for each
rat. The stimulation consisted of a 1-s train of 60-Hz biphasic
square-wave pulses of 1 ms duration. Initiating at 100 pA the
stimuli were given in 50 wA increments until an AD was observed.
The duration of the AD was determined from electroencephalo-
graphic recordings. The animals were subsequently stimulated
twice a day at this threshold. The behavioral progression of kin-
dling induced seizures was scored according to Racine’s standard
classification (Racine, 1972): stage 1, mouth and facial move-
ments; stage 2, stage 1 and head nodding; stage 3, stage 2 and
unilateral forelimb clonus followed by contralateral clonus; stage
4, stage 3 and rearing; stage 5, stage 4 and loss of postural control
and falling. The animals were stimulated until they reach stages
2—4 (intermediate) or until kindling was fully established (three

consecutive stage 5 seizures). Sham-stimulated animals were
treated identically, but without any electrical stimulation. In this
way a total of six groups were formed: sham, intermediate (stages
2—-4) and fully kindled animals in the IC, and similar groups in the
amygdala (AMG). At least two weeks after kindling was estab-
lished CTA was initiated. The animals were deprived of water for
24 h and given 10 min drinking twice a day for 4 days. On session
1 (acquisition day, morning of day 5) tap water was replaced by
saccharin solution (0.1%), 20 min later the animals were injected
with LiCl (7.5 ml/kg i.p., 0.2 M) to induce gastric malaise or taste
aversion. In sessions 2, 3 and 4 water was given in the morning
and afternoon sessions to obtain baseline consumption. In the
morning of session 5 the water given in the morning was substi-
tuted by a freshly 0.1% saccharin solution to test the aversion
(session 5) and extinction (sessions 6—9). The pairing between
the CS (saccharin) and the US (LiCL) occurred at least 19 days
after the last kindling seizure while testing (presentation of the CS)
was done at least 23 days after.

Histology

At the end of the experiment the rats were killed and perfused
using standard procedures. The brains were removed from the
cranium and were placed in 30% sucrose/PBS solution for cryo-
protection. Brains were frozen and cut in the coronal plane at
35 um sections. Later they were mounted and stained with Cresyl
Violet for histological verification of electrode placements.

Statistical analysis

The number of stimuli and the number of AD to produce stage 5
were analyzed with a t-test. AD duration was analyzed by a 2
(group) X9 (sessions) ANOVA for repeated measures of the ses-
sion factor. These parameters were analyzed only for the two
groups (cCAMG and IC) stimulated until stage 5. Effects of kindling
on CTA were analyzed by a 2 (place of implantation: cAMG and
IC)x3 (kindling stage: sham, intermediate kindling and full kin-
dling) <9 (CTA sessions) ANOVA for repeated measures on the
session factor. In case of significant effects, comparisons were
done by Fisher post hoc test.

RESULTS
Kindling

No significant differences in the number of AD needed to
reach stage 5 were found between cAMG and IC fully
kindled animals (cAMG 8.8+3.32 vs. IC 7.5%1.53;
t17y=0.36). Significant effects were observed in the duration
of the AD [group (F4, 15=48.69, P<<0.0001), number of AD
(F 52279, P<0. 0001) and interaction (Fg, 18)—9 97,
P<O 0001)] As can be see in Fig. 1, the AD duration in the
cAMG group was significantly Ionger than that seen in the
group stimulated in the IC.

Kindling and CTA

The ANOVA revealed a significant effect of kindling stage
(F2, 51y=8.22, P=0.01), session (Fg 54,=147.70, P<0.01)
and interaction (F 46 54y=11.57, P=0.034). The post hoc
test showed significant differences between the sham
group and animals with full kindling in the cAMG (AMG-
kindling) during sessions 6, 7, 8 and 9 (P<0.01). The
animals kindling in the cAMG drank significantly less sac-
charin than animals with sham kindling, prolonging the
extinction of CTA. Rats with intermediate kindling (stages
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Fig. 1. AD duration in cAMG and IC groups. Data represent the mean=standard error. * Different from IC P<0.05, ** P<0.0.

2—4) in the cAMG also drank less saccharin than sham-
stimulated subjects in session 6 (P<0.01); see Fig. 2. Full
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and intermediate kindled animals in the IC drank signifi-
cantly less saccharin than animals with sham kindling in IC
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Fig. 2. Saccharin intake in the different groups with kindling in the cAMG. Animals were deprived of water for 24 h and given 10 min drinking session
twice a day for 4 days. On session 1 (acquisition, morning of day 5) saccharin (0.1%) and LiCl were paired. After three more days (sessions 2, 3 and
4) of baseline consumption, water was replaced by saccharin (session 5) to test aversion and extinction (sessions 6-9). Sham (n=8), intermediate
(n=9) and full kindling (n=9). * Different from the sham group P<0.05; ** P<0.01.
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Fig. 3. Saccharin intake in different groups with kindling in IC. See legend of Fig. 2 for details. Sham (n=8), intermediate (n=9) and full kindling

(n=10). * Different from the sham group P<0.05; ** P<0.01.

(IC-Sham) in sessions 5 and 6, see Fig. 3. Animals with
IC-kindling drank significantly less saccharin in session 5
than AMG-kindling animals (P<<0.01). There were not sig-
nificant differences during acquisition day (P>0.05) be-
tween all groups, that is to say, all animals drank the same
amount of saccharine before receiving the LiCl injection.

DISCUSSION

The results of the present study show that kindling stimu-
lation enhances the aversion produced during condition-
ing. Partial and fully kindled animals in the cAMG or IC-
kindling groups consumed less saccharin with respect to
the sham-stimulated groups. It is also clear that the effects
upon learning were stronger in animals that reached stage
5 than in the groups stimulated to produced intermediate
kindling (stages 2—4). In the first days of measurement of
the aversive strength, the IC-kindling consumed less sac-
charin than the sham and cAMG-kindling. These results
agree with previous studies showing that the IC is impor-
tant in the acquisition and storage of long term aversive
motivated tasks such as CTA (Bermudez-Rattoni and Mc-
Gaugh, 1991; Bermudez-Rattoni and Yamamoto, 1998;
Bahar et al., 2003; Gutiérrez et al., 2003). For example, it
has been shown that blockade of NMDA and muscarinic
receptors in the IC interrupt CTA (Naor and Cudai, 1996;
Berman et al., 2000; Berman and Dudai, 2001). Berman
and Dudai (2001) have described that when the CS in CTA
is unfamiliar (when presented for the first time), formation of
long term CTA memory depends on muscarinic and B-adren-
ergic receptors, mitogen-activated protein kinase (MAPK)
and protein synthesis in the IC. Extinction of CTA memory

(when the CS is already familiar and is presented for the
second time) depends on protein synthesis and B-adrenergic
receptors in the IC, but not on muscarinic receptors.

In the present study the aversive effects on saccharin
consumption lasted longer in cAMG-kindling. Lamprecht and
coworkers (1997) showed that the cAMG is essential for the
formation of CTA. They observed that inhibition of protein
synthesis and blockade of the expression of the transcription
factor CREB in this nucleus blocked the consolidation of CTA
memory. Bahar and coworkers (2003) found that local inhi-
bition of protein synthesis or blockade of B-adrenergic recep-
tors in the cAMG prevent acquisition but not extinction of
CTA. A similar intervention, inhibition of protein synthesis or
blockade of B-adrenergic receptors in the BLA prevents ex-
tinction but not acquisition. These authors conclude that
cAMG is fundamental for acquisition and the BLA for extinc-
tion of CTA. Our data suggest that cAMG kindling strength-
ens the acquired CTA when the animals are tested several
days after the last kindling stimulation. Further studies need
to address the effects of this kind of stimulation in the BLA
upon CTA. ltis interesting to note that induction of long term
potentiation in the Bla-IC projection previous to CTA training
enhances the retention of the task. That is, the group stimu-
lated in the BLA drank less saccharin during extinction trials
than the control groups (Escobar and Bermudez-Rattoni,
2000). Moreover it has also been shown that microinfusion of
BDNF in the IC before conditioning enhances the retention of
CTA (Castillo et al., 2006).

The results of the present experiment clearly show that
kindling stimulation increases the aversive effect of LiCl.
These effects are not due to an effect of kindling per se on
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saccharine consumption, for example reduced consump-
tion of a novel flavor, because all groups consumed the
same amount of saccharine on the acquisition day. Groups
stimulated until intermediate kindling or full kindling re-
quired more sessions than the control group to return to
baseline levels. In a previous study, animals with kindling
in the BLA were stimulated after the presentation of a
solution with a particular flavor. After several stimulations,
the animals drank significantly less of the conditioned fla-
vor. When a preference test was performed at the end of
the experiment the rats consumed significantly less of the
flavor paired with kindling stimulation suggesting that the
animals were able to learn and remember the CS (Wig et
al., 2002). Our results are at variance with previous studies
showing that stimulation or kindling stimulation interferes
with CTA. Different studies have shown that low intensity,
subseizure threshold, brain stimulation can interfere with
CTA. When this kind of stimulation was given during the
period of drinking saccharin and the animals were tested
two days after pairing saccharin with LiCl, the group stim-
ulated in the AMG did not display aversion (LePiane and
Phillips, 1978). Similar results were observed when this
type of stimulation was given at different intervals after the
injection of the US (in this case apomorphine). The groups
stimulated in the AMG 1 min, 30 min or 3 h after the US
showed an attenuation or absence of the development of
taste aversion. The groups stimulated 12 h after the US or
immediately after the drinking period and the controls dis-
played a clear CTA. The authors suggest that subseizure
AMG stimulation produced a time dependent disruption in
the development of taste aversion if the stimulation is
administered after the US due to a disruptive effect upon
the taste—illness association (Kesner et al., 1975). The
disruptive effects of the subthreshold stimulation appear to
be specific to the AMG, because stimulation of other brain
regions like the caudate-putamen, substantia nigra pars
compacta (LePiane and Phillips, 1978) or the medial fore-
brain bundle (Ralph and Balagura, 1974) did not interfere
with conditioning. Electroconvulsive shocks applied at dif-
ferent intervals at the end of the saccharin-drinking period
prevent the animals from acquiring CTA (Arthur, 1975).
Kindling stimulation also interferes with CTA. In a study
by Mikulka and Freeman (1984) animals were stimulated
until kindling was established. Then subjects were trained
for CTA; the control group was not stimulated further, a
second group was given a kindling stimulus 15 min after
ingestion of saccharin and a third group was stimulated 15
min after LiCl injection. Groups 2 and 3 did not differ from
each other but drank significantly more (i.e. had a weaker
aversion) than the control group. This result indicates that
kindling induced seizures occurring within the CS-US in-
terval and after the US disrupted the establishment of taste
aversion (Mikulka and Freeman, 1984). The unilateral or
bilateral kindling stimulation of the AMG around the time of
pairing between the CS and US disrupted the flavor aver-
sion with bilateral stimulation producing the greater effects
eliminating conditioning (Peele and Gilbert, 1992). These
results clearly indicate that subseizure stimulation, kindling
stimulation or an electroconvulsive shock applied between

the CS and the US or shortly after the US interferes with
CTA. It has been suggested that the interval between the
last seizure and the behavioral test is a key factor in
determining if learning would be affected by kindling (Han-
nesson and Corcoran, 2000; Majak and Pitkanen, 2004).
For example, a kindling stimulus interfered with water
maze performance when the animals were stimulated dur-
ing training. If the same animals were tested after a longer
interval their performance was similar to the control groups
(Cain et al., 1993; Leung and Shen, 2006). The present
experiment was designed to observe the long term effects
of kindling stimulation upon this learning task. We first
established kindling and 19 days later the animals were
trained for CTA, a time frame ideal to observe sprouting
after kindling (Adams et al., 2002; Li et al., 2002). In this
case conditioning was enhanced and the animals showed
a strong and prolong aversion. It is clear then, that the
effects of kindling upon learning could be different depend-
ing upon if we evaluate the short term effects, where a
deficit of the task might be observed, or whether we ana-
lyze the long term effects of kindling where a facilitation of
behavior (Morgan et al., 1999; Portillo et al., 2003) includ-
ing learning (present study) could be produced.

Behavioral evidence indicates that experimental ex-
tinction does not reflect unlearning of the original trace, but
rather a relearning process, in which the new association
of the CS with the absence (Rescorla, 1996) of the original
reinforcer comes to control behavior. Following the same
argument we cannot dissociate whether kindling is
strengthening CTA (prolonging retention of the association
originally learned) or whether kindling is blocking the ex-
tinction or the ability to learn new information. Only new
studies could address this question. What is clear, how-
ever, is that kindling can indeed modify CTA.

Another question is what are the mechanisms by which
kindling induces behavioral changes in CTA. Several
mechanisms underlying kindling have been proposed in-
cluding: long-term potentiation (McEarchen and Shaw,
1996; Adamec, 1999) neurogenesis (Scott et al., 1998,
2000), increase in dendritic spine density (Teskey et al.,
2001), mossy fiber sprouting of the hippocampus and syn-
aptogenesis (Elmer et al., 1996; Teskey et al., 2001; Li et
al., 2002). These substrates of kindling reveal a phenom-
enon that exemplifies the remarkable capacity of the brain
to change its basic structure and function, which is neuro-
nal plasticity (Scharfman, 2002). We suggest that neuro-
plasticity in specific brain regions may be mediated spe-
cifically by kindling-induced long term neuronal modifica-
tions that produce changes in behavior.
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Abstract

Kindling is associated with several behavioral and neuronal changes which occur in
absence of neuronal damage. This differs from the status epilepticus model induced by
kainic acid, since this model is characterized by the presence of neuronal damage. The first
aim of the present study was to evaluate if kindling facilitates or blocks conditioning taste
aversion (CTA), 28 days after the last stage 5 of kindling. The second aim was to study if
there is a relation between the modifications in CTA provoked by kindling and expression
levels of GAP-43 and synaptophysin (Syp). A third aim was to evaluate if the kainic acid
model, interferes with CTA. For the first aim, we used male Wistar rats. They were
stimulated until kindling was established. Twenty eight days after the last stage 5 seizures,
the rats were trained for CTA. For the second aim, other group of kindled animals, were
trained in CTA, 28 days after the last stage 5 seizure, and their brains processed for
immunohistochemistry against GAP-43 and Syp. For the third aim, male Wistar rats were
injected with kainic acid to induce status epilepticus. After kainic acid treatment the rats
were trained for CTA. The results show that the kindled animals in insular cortex (IC) and
central amygdala (CAMG), have a strong taste aversion. GAP-43 and Syp immunoreactivity,
in cAMG and IC of kindled animals that were trained in CTA was lower than that of sham
animals. Animals treated with kainic acid, showed deficits during CTA. These results
suggest that kindling in IC and cAMG facilitate taste aversion learning.

El kindling est4d asociado a diversos cambios conductuales y neuronales, estos
ultimos ocurren en ausencia de dafio neuronal, lo cual difiere del modelo que induce estatus
epilepticus por &cido kainico, ya que este Gltimo modelo se caracteriza por la presencia de
dafio neuronal. Un primer objetivo fue evaluar si el kindling favorece o interrumpe el
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS), 28 dias después de la ultima fase 5 del
kindling. Un segundo objetivo fue estudiar si hay una relacion entre los cambios en el CAS
provocados por el kindling y los cambios en el nivel de expresion de las proteinas GAP-43 y
Sinaptofisina (Syp). Un tercer objetivo fue evaluar si el modelo del acido kainico, interfiere
con el CAS. Para el primer objetivo, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, a las cuales
se les establecio kindling completo. Posteriormente, 28 dias después de la Gltima crisis fase
5, las ratas fueron entrenadas en el CAS. Para el segundo objetivo, otro grupo de animales
se les desarrollo kindling completo y 28 dias después de la ultima crisis fase 5, las ratas
fueron entrenadas en el CAS y luego los cerebros de estas ratas fueron procesados para la
inmunohistoquimica contra GAP-43 y Syp. Para el tercer objetivo, ratas macho de la cepa
Wistar fueron inyectadas con &cido kainico para inducirles estatus epilepticus. Después del
tratamiento con acido kainico fueron entrenadas en el CAS. Los resultados mostraron que
los sujetos con kindling de la corteza insular (Cl) y de la amigdala central (AMGc) tienen
una fuerte aversion al sabor. La AMGc y ClI, de los animales con kindling y entrenados en
el CAS, mostraron una menor inmunoreactividad a GAP-43 y Syp con respecto a los sujetos
falsamente estimulados. Los sujetos tratados con &cido kainico, presentaron deficiencias en
el aprendizaje aversivo. Nuestros datos sugieren que el kindling en Cl y AMGc esta
facilitando el aprendizaje aversivo.
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