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Resumen
La neurociencia cognitiva define al aprendizaje como el mecanismo a través
del cual se adquiere informacion acerca del mundo, en tanto, la memoria es
el mecanismo por el cual la informacion adquirida es almacenada. La
potenciacion de largo plazo (LTP) es un fendmeno celular que ha contribuido
de manera significativa al estudio de los procesos mnémicos y es definida
como el incremento prolongado de la eficiencia sinaptica debido a la
estimulacion de las fibras aferentes a un area determinada del sistema
nervioso. La LTP fue inicialmente descrita en el hipocampo, una estructura
implicada en diversas formas de aprendizaje y memoria; actualmente se sabe
que la LTP puede ser inducida en diversas areas cerebrales, entre las que se
encuentra la neocorteza, considerada como el almacén de la memoria de
largo plazo. Entre las areas neocorticales donde se ha observado la induccion
de la LTP se encuentra la corteza insular (Cl), especificamente la via que va
del ndcleo basolateral amigdalino (BLa) a la zona agranular de la Cl. La Cl es
una region de la corteza temporal implicada en la adquisicion vy
almacenamiento del paradigma de aprendizaje denominado condicionamiento
aversivo a los sabores (CAS), en este modelo conductual un animal adquiere
aversion ante un estimulo gustativo novedoso cuando éste se asocia con una
irritacion gastrica. Investigaciones recientes sefalan a la proteina cinasa M
zeta (PKM{) como una importante proteina asociada con el almacenamiento
de informacion por periodos prolongados. La PKM{ es miembro de la familia
de las proteinas cinasas C (PKCs), la caracteristica que distingue a esta
proteina es su estructura, ya que esta formada por un dominio catalitico que
carece de un dominio regulatorio, por esta razon, los segundos mensajeros
que activan a PKC no son requeridos para estimular a PKM{, de manera que
una vez sintetizada, PKM{ se encuentra en un estado activo. Recientemente
se ha observado que PKMC esta involucrada en la permanencia de fenomenos
plasticos como la LTP, y que su actividad en la corteza insular es necesaria
para el mantenimiento de la memoria gustativa de largo plazo. Hoy en dia
existen numerosas evidencias experimentales que muestran que la historia de
actividad de una neurona o via de conexion puede modificar la manera en que
ésta presentara una subsecuente plasticidad sinaptica. Estas modificaciones
forman parte de una serie de mecanismos reguladores denominados
plasticidad homeostatica, que le permiten al sistema mantenerse en un rango
funcional de actividad. Entre las expresiones de plasticidad homeostatica se
encuentra la metaplasticidad, definida como un cambio en la posibilidad para
inducir subsecuente plasticidad sinaptica. En nuestros estudios previos se
reportd que la induccion de LTP en la via BLa-Cl antes del CAS aumenta la
retencion de dicho aprendizaje. Aunado a lo anterior, nuestras investigaciones
recientes muestran que el entrenamiento en el CAS bloquea la posibilidad de
inducir subsecuente LTP en la via BLa-Cl, y esta inhibicion persiste hasta 120
horas después del entrenamiento. Lo anterior sugiere que la conducta
produce cambios en las propiedades neuronales capaces de modificar la
subsecuente expresion de plasticidad sinaptica a manera de expresion
metaplastica. Considerando lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
analizar la participacion de la proteina cinasa M zeta en la modulaciéon que
ejerce el CAS sobre la subsecuente induccion de la LTP en la via de
comunicacion que va del nucleo basolateral amigdalino a la corteza insular de
ratas adultas in vivo. En el presente estudio se utilizaron 28 ratas macho de la



cepa Wistar, con pesos entre 360 y 380 g. Los animales fueron implantados
bilateralmente con guias canulas dirigidas hacia la Cl con un periodo de
recuperacion postoperatorio de una semana. El presente proyecto se dividio
en las siguientes fases experimentales: Fase 1, en el grupo CAS+ZIP las ratas
feron entrenadas en el CAS, 72 horas después de la sesion de adquisicion de
este condicionamiento recibié una microinfusion intracortical del inhibidor
selectivo de PKMC (ZIP/10nM/1ul/1min/hemisferio) y siete dias mas tarde se
realizd la prueba de aversion; el grupo CAS+VEH, fue entrenado de manera
similar al grupo CAS+ZIP, pero fue microinfundido con PBS como vehiculo de
ZIP. Fase 2: el grupo CAS+ZIP+LTP, el cual fue entrenado en el CAS y 72 horas
después de la sesion de adquisicion de este condicionamiento recibié una
microinfusion intracortical del inhibidor  selectivo de PKMC
(ZIP/10nM/1ul/1min/hemisferio) y 48 horas mas tarde fue introducido a la
fase electrofisioldgica; el grupo CAS+VEH+LTP, el cual recibio el mismo
tratamiento que el grupo CAS+ZIP+LTP, pero en presencia de PBS como
vehiculo de ZIP (1ul/1min/hemisferio); grupo PA+ZIP+LTP, el cual recibio el
mismo tratamiento que el grupo CAS+ZIP+LTP, y adicionalmente fue sometido
a una prueba de aversion (PA) 48 horas después de la sesion de adquisicion,
con el fin de comprobar que las ratas asociaran el estimulo gustativo con el
malestar gastrico; grupo LTP, a este grupo se le indujo LTP sin ninguna
manipulacion previa y grupo CAS, fue entrenado en el CAS de manera
habitual. Nuestros resultados demuestran que el entrenamiento en el CAS
produce un efecto metaplastico en la via BLa-Cl, el cual se manifiesta como
un bloqueo en la posibilidad de inducir LTP en dicha via. Asimismo,
mostramos que la inhibicion de PKMC en la Cl impide el almacenamiento de la
memoria de largo plazo del CAS, permitiendo la subsecuente induccién de LTP
en la proyeccion BLa-Cl. En conclusion, los datos anteriores sugieren que PKMC
es una proteina necesaria para la prevalencia de fendmenos metaplasticos, los
cuales son esenciales para que el sistema nervioso mantenga un estado de
homeostasis, preservando su capacidad para almacenar informacion.



1. INTRODUCCION

Las experiencias nos cambian; afrontar nuestro entorno altera nuestra
conducta, al modificar nuestro sistema nervioso. La neurociencia cognitiva se
deriva de la confluencia de dos disciplinas: la psicologia y la neurobiologia,
originando una aproximacion multidisciplinaria que concibe a los procesos
cognitivos como el resultado de la comunicacion neuronal en el interior del
sistema nervioso. Desde dicho enfoque, el aprendizaje es definido como el
mecanismo a través del cual se adquiere informacion acerca del mundo, en
tanto, la memoria es el mecanismo por el cual la informacion adquirida es
almacenada (Bear et al, 2001; Kandel et al, 2001).

La memoria se ha estudiado desde diferentes perspectivas y ha sido
clasificada en diferentes categorias. Segun Baddeley, éste proceso puede ser
dividido en: adquisicion, consolidacion y evocacion, de acuerdo con las etapas
de dicho proceso. Por su temporalidad, Atkinson y Shiffrin la dividieron en
corto y largo plazo, mientras que por el tipo de informacion que se almacena,
Tulving y Squire propusieron que la memoria se puede clasificar en
declarativa o explicita (hechos y eventos) y no declarativa o implicita
(habilidades y habitos motores) (Baddeley, 1983).

La capacidad de almacenamiento es lo que le permite al organismo adaptarse
y comportarse de manera exitosa en su entorno. La formacion de un trazo
mnémico es dependiente de cambios en la transmision sinaptica que permiten
el fortalecimiento de las redes neuronales.

Los mecanismos que subyacen al incremento en la eficiencia sinaptica durante
periodos prolongados tienen especial relevancia para el estudio de memoria,

debido a que representan expresiones de plasticidad sinaptica de largo plazo.

2. ANTECEDENTES

Actualmente se conoce la participacion de distintas regiones del cerebro
involucradas en el aprendizaje y la memoria, entre ellas se encuentran el

cerebelo, los lobulos temporales, la neocorteza y la formacién hipocampal



(Bear et al., 2001). Asi mismo se sabe que la memoria se refleja en la
capacidad de las neuronas para modular las respuestas evocadas por un
estimulo y para reactivar una respuesta en ausencia del estimulo que la
origin6 (Eichenbaum, 1997). Evidencias experimentales indican que el
mantenimiento de trazos de memoria durante periodos prolongados puede
incluir la persistente actividad de algunas moléculas, promoviendo la
formacion y mantenimiento de la memoria de largo plazo (Shema et al., 2007,
Shema et al., 2009).

2.1 Potenciaciéon de largo plazo

Los mecanismos moleculares de la plasticidad sinaptica se han relacionado
con cambios en la eficiencia sinaptica, que perduran por semanas, meses e
incluso anos; estos cambios se han propuesto como explicaciones potenciales
del almacenamiento de la informacion. En 1894, Santiago Ramon y Cajal
propuso que la memoria era almacenada a través de cambios morfologicos y
funcionales en la comunicacion neuronal. En 1949 Donald Hebb postulé que
cuando “el axo6n de una célula A esta suficientemente cerca para excitar a
una célula B y repetida o persistentemente toma parte de su activacion, algun
cambio de proceso de crecimiento o cambio metabdlico tiene lugar en alguna
de las dos células, de modo que la eficacia en A para activar a B incrementa”
(Hebb, 1949). Actualmente conocemos un fendmeno que puede explicar éstas
modificaciones plasticas del sistema nervioso. La potenciacion de largo plazo
(LTP por sus siglas en inglés) es el principal modelo experimental usado para
estudiar los cambios asociados a la experiencia, el cual ha ayudado a
vislumbrar la naturaleza de los procesos mnémicos.

Bliss y Lamo en 1973 describieron que trenes breves de estimulacion aplicados
en la via que va del patron perforante al giro dentado en el hipocampo de los
conejos, causan un incremento en la fortaleza de las conexiones sinapticas,
como se aprecia en la figura 1 (Bliss y Lemo, 1973). Desde su descubrimiento,
la LTP de la transmision sinaptica excitatoria del hipocampo, se ha convertido
en la principal herramienta usada para examinar los mecanismos de
almacenamiento de la informacion. Actualmente se define a la LTP como “el

incremento prolongado de la eficiencia sinaptica debido a la estimulacién de



las fibras aferentes a un area determinada del sistema nervioso”. Se considera
que el postulado de Hebb se ve representado en dicho fendmeno (Bear et al,
2001). Inicialmente la LTP fue reportada en el hipocampo, desde entonces se
ha encontrado que dicho fendmeno no es particular de una via ni tampoco de
una sola area del sistema nervioso central; por ejemplo, en el hipocampo
ademas del patron perforante (Bliss y Lemo,1973) el fendmeno se ha
reportado en las colaterales de Schaffer (Wang vy Steltzer,1996; Abraham y
Hugett,1997) y en las fibras musgosas (Derrik et al.,1991; Nicoll y Malenka,
1995; Escobar et al.,1997). Entre las areas no hipocampales donde se ha
reportado la expresion de la LTP se encuentran las siguientes vias: Talamo
auditivo-amigdala (Clugnet et al., 1990), fibras paralelas-neuronas de purkinje
en el cerebelo (Losi et al., 2002), cortico-estriado (Calabresi et al., 2000), y
varias regiones de la neocorteza (Artola y Singer, 1990; Tsumoto, 1992; Bear y
Kirkwood, 1993; Escobar et al; 1998a).

Antes Despues
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Figura 1. Potenciacion de largo plazo. La grafica muestra la pendiente de los potenciales
postsinapticos excitatorios (PPSEs) del area CA1 hipocampal antes y después de la aplicacion de
trenes de alta frecuencia (flecha) en el area CA3 del hipocampo. Los trazos superiores muestran
un incremento en la amplitud de los PPSEs después de la induccion de la LTP (Modificado de
Thompson et al., 2005).




Se considera que la LTP es el reflejo de los procesos celulares que ocurren
durante la transmision sinaptica normal y que subyace a los cambios
sinapticos durante la formacion de la memoria. Es claro que la LTP puede
presentarse en muchas sinapsis del sistema nervioso. Mientras que numerosas
formas de LTP involucran la activacion de los receptores NMDA, no siempre
son requeridos (Escobar et al., 1997). Ademas, los mecanismos implicados en
la induccion de la LTP difieren en funcion a la estructura cerebral estimulada.
Por lo tanto, se considera que la potenciacion de largo plazo de la transmision
sinaptica excitatoria es una propiedad intrinseca de las redes neuronales, que
utilizan distintos mecanismos de induccion y posiblemente de expresion en

diferentes poblaciones sinapticas (Escobar y Derrick, 2007).

2.1.1. Caracteristicas generales de la LTP

Ademas de su persistencia en el tiempo, la LTP posee caracteristicas que la
convierten en el principal fendbmeno para explicar los eventos que a nivel
celular, y molecular, subyace a la plasticidad sinaptica relacionada con la
memoria. Estas caracteristicas son: la especificidad, la cooperatividad y la
asociatividad (Bailey et al., 2000) (Figura 2). La especificidad se refiere a que
solamente aquellas fibras que fueron activadas por el estimulo de alta
frecuencia van a presentar modificaciones en la respuesta sinaptica. La
cooperatividad se manifiesta por un fuerte requerimiento en la actividad
simultanea de las fibras presinapticas, de tal forma que se logre el estimulo
necesario para activar la LTP. Finalmente, la asociatividad que se observa
cuando la actividad de una aferencia lo suficientemente fuerte como para
presentar LTP, puede ayudar a generar el fendbmeno en sinapsis débiles
(incapaces de generar LTP por si mismas), siempre y cuando la actividad de
las dos aferencias ocurra simultaneamente (Malenka y Nicoll, 1993). La
relacion de este fendmeno con el procesamiento de informacion ha sido
extensamente estudiada en el hipocampo y otras regiones del SNC. Algunos de
los puntos que hacen pensar a los investigadores que la LTP y los procesos de
aprendizaje y memoria son similares son: que la LTP puede operar en las
redes de neuronas que se han visto involucradas con procesos de aprendizaje

y memoria (hipocampo, amigdala, neocorteza etc.), dura un lapso prolongado



de tiempo y funciona de manera similar al postulado de Hebb (Martinez y
Derrik, 1996).

A Cooperatividad B Asociatividad C Especificidad

Débil Antes Despueés Antes  Despues - Antes  Despues

ll]ﬂj,f\r\ﬂﬂl. f\f\ WS

AJ\%J\J\

Figura 2. Caracteristicas de la potenciacién a largo plazo. Esquema representativo de las
caracteristicas de la LTP. (Modificado de Feldman y Quenzer, 1984).

2.1.2 Mecanismos moleculares de la LTP
Entre los mecanismos bioquimicos y moleculares que subyacen a la LTP se ha
descrito la participacion del neurotransmisor excitatorio glutamato. El
glutamato activa a los receptores a glutamato AMPA (acido alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico), dando lugar a la entrada de sodio al
interior de la célula, contribuyendo de esta forma a la despolarizacion de la
neurona postsinaptica. Por su parte, los receptores ionotropicos
glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA) presentan un bloqueo de
magnesio en el poro del canal, que es liberado cuando la membrana es
despolarizada. Esta caracteristica produce que los receptores NMDA solo
puedan ser activados después de que se ha liberado el bloqueo de magnesio,
por ejemplo, cuando se presenta estimulacion repetitiva. Dicha propiedad
hace del receptor NMDA un detector de coincidencia entre la actividad de la
pre y la postsinapsis, lo cual subraya su importancia en los fendmenos
plasticos de tipo asociativo (Bear et al., 2001). Los receptores NMDA tienen la

caracteristica de que al ser activados permiten la entrada de calcio al interior
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de la célula (Jahr y Stevens, 1987; Ascher y Nowak, 1988). La entrada de
calcio utilizando estos receptores acoplados a un canal y a través de canales
de calcio dependientes de voltaje, hace posible la presencia de la LTP, al
provocar cambios en las concentraciones de calcio intracelular. El calcio
activa a la proteina llamada calmodulina, que funciona como una senal para
activar distintas vias de transduccion al interior de la célula, haciendo posible
el mantenimiento del incremento en la eficacia sinaptica por periodos
prolongados (Kennedy y Marder, 1992). La entrada de calcio, por
intermediacion de la proteina calmodulina, causa entre otras cosas, la
activacion de dos cinasas (enzimas que tienen la capacidad de fosforilar
diferentes moléculas), la calcio calmodulina cinasa Il (CaMK 1) y la proteina
cinasa C (PKC), ademas, la calmodulina activa a la proteina adenil ciclasa; la
cual produce adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a partir de moléculas de
adenosin trifosfato (ATP), que a su vez activa a la proteina cinasa A (PKA)
(Kennedy y Marder, 1992). PKA tiene la funcion de translocar al nucleo,
fosforilando al factor de transcripcion CREB (proteina de union al elemento

responsivo al AMPc) (Hagiwara et al., 1993) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos moleculares de la potenciacion de largo plazo. Esquema representativo de las
principales vias de sefializacién involucradas con la LTP (Modificado de Milner et al., 1998)
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Los datos anteriores indican que los cambios en la eficiencia sinaptica por
breves periodos de tiempo recaen basicamente sobre la modificacion
enzimatica de proteinas preexistentes, sin embargo, para el mantenimiento
de la LTP por periodos prolongados de tiempo, son necesarios tanto la
expresion de genes, como la sintesis de proteinas de novo (Lynch, 2004,
Abraham y Williams, 2008).

Como se menciond anteriormente, la memoria a corto plazo tiene una
duracion de pocas horas, y la memoria a largo plazo persiste por varios dias o
anos. A nivel celular, la memoria a largo plazo es asociada con la expresion de
genes, sintesis de proteinas de novo y la formacion de nuevos contactos
sinapticos. Existe una interesante relacion entre la memoria y la LTP, debido
a que dicho fenomeno consiste en distintas fases que involucran diferentes
mecanismos moleculares. La induccion (fase temprana), es el
desencadenamiento de la LTP, cuyo mecanismo es independiente de la
sintesis proteica, y la etapa de mantenimiento (fase tardia), es el
sostenimiento de la potenciacion, cuya duracion va de horas in vitro hasta
meses in vivo, y su mecanismo es dependiente de la sintesis de proteinas
(Pang et al., 2004).

2.1.3 LTP en la neocorteza

La LTP fue inicialmente descrita en el hipocampo, una estructura implicada
en diversas formas de aprendizaje y memoria. En la actualidad, existen claras
evidencias de que la LTP puede ser inducida en la neocorteza, considerada
como el almacén de las memorias de largo plazo. Los trabajos realizados en
dicha area han usado una extensa variedad de protocolos de estimulacion,
algunas ocasiones incluyendo una reduccion de la inhibicion modulada por el
receptor GABA (Kanter y Haberly; 1993), demostrando la gran complejidad
que se ha debido enfrentar para la induccion de la LTP en la neocorteza. En el
caso de la corteza visual del gato parece existir una correlacion entre la edad
y la capacidad de inducir LTP (Bear y Kirkwood, 1993; Kirkwood et al., 1995),
también es necesario ampliar el rango de frecuencia y el nimero de

estimulaciones tetanicas. Entre las areas neocorticales que se han reportado
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presentan el fendomeno de LTP se encuentran la corteza primaria visual del
gato (Komatsu et al;1988) y rata (Artola y Singer;1990), la corteza
somatosensorial del gato (Lee et al;1991) la corteza prefrontal de la rata
(Hirsch y Krepel,1990), la corteza somatosensorial y motora de rata (Rioult-
Pedotti et al;2000), la corteza entorrinal de ratas (Quinlan et al.,2004) y en
la corteza insular de ratas, especificamente en la via que va del nicleo
basolateral amigdalino a la zona agranular de la corteza insular (Escobar et
al.,1998a; Jones et al.,1999).

2.1.4 LTP y conducta

La principal evidencia a favor de una relacion entre el aprendizaje y la LTP,
proviene de estudios realizados en la amigdala, por dos grupos
independientes. Rogan y su grupo en 1997 observaron que el
condicionamiento al miedo produce incrementos en la pendiente y la amplitud
de los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSEs) en la amigdala lateral de
ratas adultas in vivo (Rogan et al; 1997). Por otra parte McKernan y Shinnick-
Gallagher describieron que el entrenamiento en el condicionamiento al miedo
produce una facilitacion presinaptica de la amigdala lateral en preparaciones
in vitro, 24 hr después del entrenamiento de dicha tarea en ratas adultas
(McKernan y Shinnick-Gallagher; 1997). En relacion con lo anterior, pero en el
hipocampo, un estudio reciente demostrdo un incremento de la eficacia
sinaptica en CA1 en ratas adultas in vivo después del entrenamiento en el
paradigma de evitacion inhibitoria (Whitlock et al., 2006). También se ha
observado que la corteza motora primaria de ratas adultas presenta cambios
en la eficacia sinaptica después de haber realizado una tarea de aprendizaje
de habilidad motora, la amplitud de los EPSPs en la corteza motora primaria
del hemisferio entrenado aumenté significativamente con respecto a la
corteza motora primaria del hemisferio contralateral usada como control
(Rioult-Pedotti et al., 1998). Se ha observado que cambios en la eficiencia de
la transmision sinaptica semejantes a los que ocurren durante la LTP, también
pueden ser inducidos en humanos durante el aprendizaje de una habilidad
conductual. Un claro ejemplo es el reportado por Muellbacher en el 2001, en

este estudio se entrend a un grupo de individuos a incrementar la velocidad
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en el movimiento de su dedo pulgar, este aprendizaje esta asociado con un
cambio rapido en la excitabilidad de la corteza motora primaria, analogo a lo
encontrado por Rioult-Pedotti et al. en 1998 (Muellbacher et al., 2001). No
solo tareas motoras modifican plasticamente el sistema nervioso humano,
también se ha observado que la estimulacion auditiva de alta frecuencia
provoca incrementos en los potenciales evocados medidos con métodos
encefalograficos, lo cual muestra que la estimulacion de diferentes
modalidades sensoriales produce cambios en la excitabilidad de el area que se
encuentra involucrada con dicha estimulacion (Clapp et al., 2005). También
se ha observado que es posible inducir fenomenos plasticos a través de la
estimulacién magnética transcraneal en humanos; con la ayuda de dicha
técnica se pueden inducir incrementos o decrementos en la excitabilidad en
la corteza motora primaria debido a la induccion de determinado protocolo de
estimulacion, de manera analoga a lo que sucede en la induccion de LTP y
LTD (Muellbacher et al., 2001; Stefan et al., 2000; Wolters et al., 2003). Estas
evidencias sostienen la hipdtesis de que durante el aprendizaje existen

incrementos de la eficiencia sinaptica similares a los que ocurren en la LTP.

2.2 Plasticidad homeostatica

Experiencias, tales como el aprendizaje, eventos estresantes o la ingesta de
sustancias psicoactivas, impactan el cerebro modificando la actividad y
organizacion de circuitos neuronales especificos. La plasticidad sinaptica se
refiere a las modificaciones en la comunicacion neuronal dependientes de la
actividad, teniendo un papel central en la capacidad del cerebro para
incorporar experiencias transitorias dentro de persistentes trazos de

memoria.

El sistema nervioso esta sujeto a dos requerimientos opuestos: la necesidad
de cambio y la necesidad de estabilidad. Los procesos que permiten un
cambio en las redes neuronales son conocidos como modificaciones de tipo
“hebbiano”, éste tipo de plasticidad se basa en la correlacién de la actividad
pre y postsinaptica. Fendomenos como la LTP y la LTD son un claro ejemplo de
plasticidad hebbiana, siendo criticos para el almacenamiento de la

informacion debido a que producen cambios asociativos en el fortalecimiento

14



de las conexiones sinapticas, promoviendo inestabilidad en las redes
neuronales debido a que la eficiencia de una via es cambiada drasticamente
(Turrigiano y Nelson, 2000). En contraste, un segundo tipo de plasticidad
sinaptica descrita, es la llamada “plasticidad homeostatica”, la cual mantiene
estados estables de actividad, dichos mecanismos dinamicamente ajustan la
fortaleza sinaptica para promover la estabilidad de los circuitos neuronales.
Sin plasticidad homeostatica, fenémenos como la LTP o la LTD provocarian
niveles de actividad extremos que pueden producir muerte neuronal (ya sea
por exceso o por falta de actividad). Se han distinguido dos mecanismos
principales de regulacion homeostatica: la metaplasticidad y el escalamiento

sinaptico.

2.2.1 Metaplasticidad y escalamiento sinaptico

Actualmente se sabe que la historia de actividad de las neuronas modula
las futuras respuestas a determinados estimulos, para adaptarse a los
requerimientos del sistema. Se han observado cambios subsecuentes al
inducir LTP en una misma via, estos cambios incluyen la inhibicion de la
LTP y la facilitacion de la LTD (Malenka, 1991; Huang et al., 1992) a este
fenomeno se le conoce como metaplasticidad, la cual se define como el
cambio en la habilidad para inducir subsecuentes cambios en la plasticidad

sinaptica (Abraham y Bear, 1996) (Figura 4).

A 50 .
'*:W_ “\ Control

515Cl- M
§1WWW ------------------
[ mm

o 2%

g 150} ﬁ‘\\
sonrm ........ -——= w
%

Tine (mln)

Figura 4. Efectos de la estimulacion previa sobre la induccion de la LTP en el area CA1 del
hipocampo. Situacion experimental donde normalmente se puede inducir la LTP (arriba), la
potenciacion se ve inhibida debido a la estimulacion previa de baja frecuencia (abajo) (Huang
et al., 1992)
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En 1982 Bienestock et al., propusieron la existencia de un umbral de
activacion postsinaptica, es decir, una via es potenciada cuando la
activacion postsinaptica excede un valor critico llamado umbral de
modificacion 6 6m, mientras que una via es depotenciada cuando la
activacion postsinaptica es mayor que cero pero menor que el valor 6m
(Figura 5). Es importante recalcar que este umbral no es fijo (Bienestock et
al., 1982; Cooper et al., 1979), y su modificacion es temporal, por lo
tanto, es considerado como un mecanismo homeostatico que protege a las
neuronas, por ejemplo, de estimulos de muy alta intensidad o frecuencias
que pudieran provocar excitotoxicidad (Bear, 2003). Sin embargo la
relevancia de dicho fenomeno parece ser mayor. El hecho que se
presenten cambios metaplasticos durante tareas de aprendizaje o debido a
la estimulacidon nos hace pensar que su papel no es solo protector, sino

modulador de la informacion.

O

Figura 5. Modelo BCM. Funcion que explica la relacion entre el nivel de potenciacion (®) y el
nivel de excitacion postsinaptica (c). La grafica muestra como al ir aumentando, a partir de cero,
el nivel de activacion de la postsinapsis o la frecuencia de estimulacion (eje de las abscisas) se
observa primero un decremento en el nivel de potenciacion (LTD) (eje de las ordenadas) y a
medida que incrementa el nivel de activacion nos encontramos con el umbral 6m, tras cruzar
dicho umbral se observa un incremento en la eficiencia sinaptica (LTP) (tomado de Bear, 1996)

Se han reportado investigaciones en donde la privacion de estimulos visuales

incrementa la posibilidad de inducir LTP en la corteza visual primaria la cual

esta acompanada de un aumento en la expresion de las subunidades NR2B de

los receptores NMDA, mientras que la estimulacion visual aumenta la

capacidad de inducir LTD por medio de la expresion de las subunidades NR2A



en esta via (Yashiro y Philpot, 2008). Por lo tanto, se ha propuesto un
mecanismo mediante el cual los cambios en el umbral 8m son dependientes
de la proporcion de las subunidades del receptor NMDA (Figura 6A) (Quinlan et
al., 2004). La subunidad NR2A tiene una cinética mas rapida, es decir, en el
mismo tiempo, los canales NMDA que contienen la subunidad NR2A se abren y
se cierran un mayor numero de veces que cuando estos canales contienen la
subunidad NR2B (Erreger et al., 2005). Este efecto produce que los receptores
NMDA que contengan subunidades NR2A, presenten una mayor resolucion (es
decir, responden mas efectivamente) ante los estimulos de alta frecuencia,
como los que inducen LTP, mientras que los que contengan la subunidad NR2B
tendran una mayor resolucion ante estimulos de baja frecuencia, como los
que inducen LTD (Pérez-Otano y Ehlers, 2005; Quinlan et al., 2004).
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Figura 6. Metaplasticidad. A) mecanismo a través del cual es modificado el umbral 6m en
respuesta a la actividad. B) mecanismos de la metaplasticidad en la corteza visual primaria, en
donde la privacion de estimulos visuales incrementa la posibilidad de inducir LTP por medio de un
aumento en la expresion de las subunidades NR2B de los receptores NMDA, mientras que la
estimulacion visual (experiencia) aumenta la capacidad de inducir LTD por medio de la expresion
de las subunidades NR2A en esta via (Modificado de Philpot et al., 2008).

La actividad produce un aumento en la cantidad de subunidad NR2A en el
espacio sinaptico, haciendo que se requieran frecuencia mas altas para

introducir la misma cantidad de calcio, modificando el umbral 6m (figura 6B)
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(Pérez-Otano y Ehlers, 2005). Esto provoca que con la misma frecuencia de
estimulacion se induzca una LTP de menor magnitud. De la misma forma, la
LTD es mas facil de inducir, ya que con frecuencias con las que normalmente
se induce LTP, se induce LTD o no se presenta ningun cambo en la eficiencia
sinaptica (Pérez-Otafno y Ehlers, 2005; Philpot et al., 2001)

El exceso de actividad en una neurona puede ocasionar que la célula presente
actividad epiléptica o incluso muerte celular por exitotoxicidad, mientras que
la falta de actividad promueve la muerte neuronal por medio de procesos de
degradacion (Hardingham y Bading, 2003). Las células neuronales requieren
de un equilibrio en su nivel de activacion y existe una serie de mecanismos
homeostaticos que ayudan a mantenerlo. Dichos mecanismos son englobados
en un fendbmeno que es conocido como escalamiento sinaptico (Turrigiano y
Nelson, 2004), el cual mantiene en un nivel relativamente estable la
excitabilidad neuronal mediante un incremento progresivo de la eficiencia
sinaptica en respuesta a la inhibicion prolongada de la actividad, y un
decremento progresivo de la eficiencia sinaptica en respuesta a la actividad
cronica. En 1998, Turrigiano y su grupo reportaron que el bloqueo crénico de
receptores al GABA (acido y-aminobutirico) durante 48 horas, produce un
decremento progresivo de las corrientes postsinapticas excitatorias miniatura
(CPSEm), compensando el aumento en la actividad en ausencia de dichos
receptores. Cuando se presenta inhibicion crénica de los canales de sodio se
produce un incremento en las CPSEm, compensando la disminucion en la
actividad (Turrigiano et al., 1998; Turrigiano y Nelson, 2004) (Figura 7).

Este fenomeno se ha observado en cultivos de células neocorticales,
hipocampales, de la médula espinal, en el nucleo accumbes e incluso en
animales in vivo (Abbott y Nelson, 2000) y muestra que las células del sistema
nervioso tienen la capacidad de integrar los estimulos recibidos para ajustar
la eficiencia sinaptica a través de la modulacion de la conductancia de sus

canales (Turrigiano y Nelson, 2000).
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Figura 7. Escalamiento sinaptico. El bloqueo croénico de la actividad producido por la aplicacion
de TTX incrementa progresivamente las corrientes postsinapticas excitatorias miniatura(CPSEm),
y el incremento prolongado de la actividad producido por la aplicacion de bicuculina decrementa
progresivamente las corrientes postsinapticas excitatorias miniatura(CPSEm) (Modificado
deTurrigiano & Nelson; 2004)

2.2.2 Metaplasticidad y conducta en la neocorteza

Los cambios metaplasticos se encuentran representados en diversas areas del
sistema nervioso central como la neocorteza o el hipocampo, consideradas
como el almacén de diversos tipos de memoria (Bear, 1996). El entrenamiento
en determinadas tareas conductuales produce cambios en la posibilidad de
inducir subsecuente plasticidad. Rioult-Pedotti y colaboradores en el 2000,
entrenaron a un grupo de ratas en el aprendizaje de una tarea motora,
posterior al entrenamiento (ver figura 8), se indujo potenciacion de largo
plazo en el hemisferio entrenado y se observo que dicha tarea reduce la
magnitud de la LTP y aumenta la magnitud de la LTD, comparada con el
hemisferio contralateral el cual se utilizd como control, mostrando que la
conducta produce cambios en las propiedades neuronales que van a modificar
el umbral para la induccion de subsecuente plasticidad sinaptica (Rioult-
Pedotti et al., 2000).

Los cambios metaplasticos inducidos por la conducta también se han
encontrado en la corteza piriforme debido a tareas de discriminacion olfativa
(Quinlan et al., 2004) en la corteza visual en respuesta a la estimulacion
visual (Philpot et al., 2007), en la amigdala lateral debido al

condicionamiento al miedo (Schroeder y Shinnick-Gallagher, 2005), en la

19



corteza somatosensorial debido a la estimulacion de las vibrisas (Clem et al.,
2008).
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Figura 8. El entrenamiento en habilidades motoras modifica la subsecuente inducciéon de
plasticidad en la corteza motora. A) aprendizaje de una tarea motora que consiste en sacar
comida de un pequeno agujero con una pata. B) el entrenamiento en tareas motoras decrementa
la magnitud de la LTP. C) el entrenamiento en tareas motoras incrementa la LTD. El eje de las
ordenadas representa el porcentaje con respecto a la linea base tomada antes de la induccion de
los trenes. Circulos negros: hemisferio entrenado. Circulos blancos: hemisferio no entrenado
(Rioult-Pedotti., 2000).

También se ha observado que la induccion de LTP en la corteza insular antes
del condicionamiento aversivo a los sabores (CAS), provoca una disminucion
en el consumo de sacarina durante las pruebas de extincion, es decir,
aumenta la retencion del condicionamiento aversivo a los sabores (Escobar et
al; 2000). Datos de nuestro laboratorio indican que el entrenamiento en el
CAS modifica la posibilidad de inducir subsecuente LTP en corteza insular en
ratas adultas in vivo. Esto nos muestra que los mecanismos mediante los
cuales actla la LTP tienen coincidencias con los mecanismos de los cuales
dependen dichas tareas conductuales. El efecto metaplastico que produce la
conducta sobre la LTP y la LTD ha llevado a la comunidad neurocientifica a
considerar los fendmenos de plasticidad homeostatica como mecanismos
reguladores de las funciones neuronales, que subyacen al almacenamiento de

la informacion.

20



2.3 Condicionamiento aversivo a los sabores

El condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) es un paradigma de
aprendizaje ampliamente utilizado para el estudio de los procesos de
aprendizaje y memoria. En este modelo conductual un animal adquiere
aversion ante un estimulo gustativo novedoso cuando éste se asocia con una
irritacion gastrica (Figura 9). El condicionamiento aversivo a los sabores fue
originalmente descrito por Garcia en 1955, quien observd que las ratas
desarrollan aversidon a soluciones con sabor dulce cuando éstas son seguidas
por la aplicacion de rayos gamma. Para Garcia este era un claro ejemplo de
aprendizaje, en el que el animal relacionaba el sabor con algin efecto de
malestar. Mas tarde surgié un paradigma que se obtuvo de la asociacion del
sabor con un estimulo que produjera irritacion gastrica como el cloruro de
litio (LiCl) (Garcia y Koellin, 1967), fue entonces cuando a este paradigma se
le llamo6 condicionamiento aversivo a los sabores. El CAS es un tipo de
condicionamiento donde el sabor novedoso sirve como estimulo condicionado
y el malestar gastrico como estimulo incondicionado, de modo que el estimulo

gustativo adquiere la capacidad de inducir una respuesta condicionada.

Condicionamiento aversivo a los sabores
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Figura 9. Condicionamiento aversivo a los sabores. Cuando un sabor novedoso es asociado con
un malestar gastrico da como resultado que en las siguientes presentaciones del sabor, éste
evoque un malestar gastrico, provocando que el animal muestre aversion a dicho sabor, evitando
su consumo.
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A continuacion se presentan los principios generales del CAS:

e Si el animal consume un alimento con sabor y subsecuentemente sufre
malestar gastrico, en los siguientes encuentros con ése sabor el animal
evitara o disminuira drasticamente su consumo (Garcia et al; 1985).

e La fuerza de la aversion aprendida esta directamente relacionada con
la intensidad del sabor y del malestar, y esta inversamente relacionada
con el intervalo entre la presentacion del sabor y la induccion del
malestar. Este intervalo puede durar horas, a diferencia de otros
condicionamientos, en los cuales es necesario que el intervalo entre el
estimulo condicionado y la respuesta incondicionada sea de segundos
(Domjan, 1985).

e Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos

gastricos (Garcia y Koellin, 1966).

Las evidencias anteriores indican que para sobrevivir, los animales deben
seleccionar los nutrientes y evitar alimentos toxicos. Los animales pueden
asociar sabores con los efectos gastricos, aparentemente como resultado de la
coevolucion entre los mecanismos protectores y la informacion visceral que
sigue a la ingestion, determinando en gran parte la futura conducta de
ingestion de los animales.

Tras el descubrimiento del CAS se comenzaron a estudiar los mecanismos
cerebrales de los procesos de aprendizaje gustativo. Los resultados fueron
multiples, sin embargo, el mas sobresaliente fue en 1972 cuando se reporto
que la region cortical conocida en ese entonces como corteza gustativa estaba
involucrada en el CAS, en vista de que las lesiones en esta region producian
considerables deficiencias en el aprendizaje de la evitacion al sabor
(Bermudez-Rattoni, 2004). También se ha demostrado que lesiones bilaterales
en la corteza insular antes o después de la adquisicion del CAS deteriora el
aprendizaje o la evocacion (McGowan et al., 1972; Bermuldez-Rattoni y
Yamamoto, 1998).
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2.3.1 Corteza insular, la via gustativa y el CAS

La corteza insular (Cl), es un area neocortical ubicada en las regiones 13 y 14
de Krieg en el lobulo temporal del cerebro de la rata. A partir de sus
caracteristicas citoarquitectonicas se pueden distinguir tres zonas en su
estructura: agranular, disgranular y granular, dependiendo de la menor o
mayor presencia de neuronas granulares (capa cortical 1V). La corteza insular
en ratas comprende un area de aproximadamente 3 mm x 1 mm que corre por
encima y a lo largo del surco rhinal, alrededor de la arteria cerebral media
(Braun et al; 1982), se extiende dorsalmente hacia los bordes de las areas
somatosensoriales primaria y secundaria; posee un region anterior que es
principalmente agranular y una region posterior con dos subregiones
denominadas disgranular y granular. La corteza insular agranular se fusiona
imperceptiblemente con la corteza perirhinal (Paxinos y Watson, 1995).

En la actualidad se cuenta con informacion precisa que describe cual es el
recorrido anatomico que siguen los estimulos gustativos de la periferia hacia
la neocorteza, basandose en estudios anatomicos, electrofisioldgicos vy
conductuales. Todo comienza cuando un sabor es detectado por los
receptores gustativos de la boca y transmitido hacia la porcidon anterior del
nucleo del tracto solitario (NTS) en el tallo cerebral, via los nervios craneales
facial (VII) y glosofaringeo (IX) principalmente y de manera secundaria por el
vago (X). El segundo relevo del estimulo gustativo se ubica en el nlcleo
parabraqueal del puente, en lo que se ha denominado area gustativa del
puente (Pontine Taste Area, en ingles PTA). Una vez aqui se reconocen dos
rutas a seguir: en su mayoria las aferencias del PTA se dirigen a estructuras
ventrales del cerebro basal, como son la amigdala, la zona lateral del
hipotalamo y la sustancia innominata. La segunda ruta se dirige al complejo
ventrobasal del talamo, el cual se comunica con la corteza insular (Travers,
1993) (Figura 10).
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Figura 10. Via gustativa. Esquema donde se muestra la via gustativa. (Abreviaturas: VII nervio
facial; IX, nervio glosofaringeo; X, nervio vago; NHS, nlcleo del haz solitario; NPB, nicleo
parabraquial del puente; NPVM, nlcleo ventroposteromedial del talamo; Cl, corteza insular; SI,
sustancia innominada; HL, hipotalamo lateral; Am, amigdala) (Modificado de Bear et al., 2001)

Se ha observado que durante el aprendizaje del CAS, el consumo del sabor
novedoso incrementa la fosforilacion de la tirosina de la subunidad NR2B del
receptor NMDA en la corteza insular (Rosenblum et al., 1997), y su inhibicion
bloquea las memorias aversivas, incluyendo la aversion al sabor (Yashosima y
Yamamoto, 1997). Dicho proceso de fosforilacion podria facilitar la formacion
de la version inducida por el malestar, debido a que potencia la actividad del
receptor NMDA, relacionandose con la activacion de la sefalizacion
intracelular (Mizuno et al., 2003). Investigaciones previas han reportado que
la sintesis de proteinas en la corteza insular es requerida la formacion de la
memoria gustativa, pues su inhibicién bloquea la consolidacion del CAS
(Rosenblum et al, 1993), mientras que tal deficiencia de la memoria al CAS
puede ser revertida por la administracion de BDNF en la corteza insular
(Moguel-Gonzalez et al., 2008). Entre otros mecanismos que se han
observado, destaca la participacion del sistema colinérgico. Miranda et al.
(2000) observaron un incremento en la liberacion de acetilcolina (ACh) en la

corteza insular inducida por la presentacion de un sabor novedoso, comparada
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con la liberacion ocasionada por la presentacion de un sabor familiar, esto es
altamente significativo porque la novedad del sabor es un factor determinante
en el establecimiento del trazo de memoria gustativa. Por otra parte, se ha
demostrado que la inyeccion de LiCl provoca un marcado incremento en la
liberacion de glutamato tanto en la amigdala como en la Cl, ademas, mientras
la inyeccion de una baja concentracion de LiCl después de la presentacion de
la sacarina induce un CAS débil, se puede producir un CAS intenso con una
baja concentracion de LiCl cuando es acompanada por microinfusiones de
glutamato en la amigdala (Miranda et al., 2000), por lo tanto, es de particular
interés la conectividad reciproca y funcional de la Cl con la amigdala,
estructura cerebral vinculada estrechamente con la memoria aversiva
(LeDoux, 1993; McGaugh et al., 1990), especificamente las proyecciones que
recibe directamente del nlcleo basolateral amigdalino (Krettek y Price, 1974;
Escobar et al., 1989; Bermudez-Rattoni y McGaugh., 1991). A partir de esto ha
sido posible considerar a la CI como una estructura fundamental en los
procesamientos de integracion y almacenaje de informacion gustativo-
visceral, capaz de dirigir conductas motivadas por este tipo de informacion,
como la evitacion o aceptacion de un alimento dependiente de una

experiencia gustativa previa (Bermidez-Rattoni, 2004; Simon et al., 2006).

2.3.2 Corteza insular, LTP y CAS

La Cl y la amigdala contribuyen a la formacién y retencion de la memoria
asociada al malestar gastrico (BermUdez-Rattoni y MaGaugh, 1991; Bermuldez-
Rattoni et al., 2004). En 1998, Escobar y colaboradores reportaron que
mediante la estimulacion de alta frecuencia a las aferencias provenientes del
nucleo basolateral amigdalino, se podia inducir LTP en la corteza insular de
ratas adultas in vivo, y que la administracion intracortical de antagonistas del
receptor glutamatérgico NMDA (CPP y MK801) bloquean la adquisicion del CAS,
asi como la induccion de la LTP en ésta via (Escobar et al., 1998a; Escobar et
al., 1998b), indicando una facilitacion cortical inducida por la estimulacién de
la amigdala, que parece estar regulada por el glutamato a través del receptor
NMDA en la corteza insular. Recientes investigaciones demuestran que la

induccion de LTP en la proyeccion (Bla-Cl) previa al entrenamiento del CAS,
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aumenta la retencion de esta tarea (Escobar et al., 2000). La microinfusion de
BDNF en ausencia de estimulacion tetanica, es capaz de inducir por si solo LTP
en la corteza insular (Escobar et al., 2003), y la administracion de ésta
neurotrofina previa al entrenamiento en el CAS incrementa la retencion de
dicha tarea (Castillo et al; 2006).

Un estudio realizado en nuestro laboratorio revel6 que el entrenamiento en el
CAS previene la subsecuente induccién de LTP en la via Bla-Cl; en esta
investigacion se le entrend a un grupo de ratas en el CAS, 48, 72, 96 y 120
horas después de concluida la fase conductual, los animales fueron sometidos
a una fase electrofisiologica para inducir LTP en la Cl; los datos obtenidos
mostraron que en todos los grupos hubo una imposibilidad de inducir LTP en la
Cl con estimulacion de alta frecuencia y que el efecto producido por el CAS
obre la LTP en la Cl era persistente, ya que se mantenia hasta 5 dias después
de la adquisicion. Estos resultados apoyan la nocion actual de que los
mecanismos responsables de los cambios plasticos ocurridos durante el
aprendizaje son similares a los encargados de inducir LTP.

Los datos anteriores sugieren que la potenciacion de la proyeccion amigdalo-
cortical es un posible mecanismo de las funciones mnémicas ejecutadas por la

corteza insular.

2.4 Proteina cinasa M zeta (PKMQ)

La actividad enzimatica se encuentra estrechamente relacionada con los
procesos de aprendizaje y memoria. Numerosos estudios han enfocado su
atencion sobre la participacion de las proteinas cinasas, entre las cuales han
destacado la Calcio-calmodulina cinasa tipo Il (CaMKIl), proteina cinasa
activada por mitégenos (MAPK), proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) y
proteina cinasa C (PKC) (Sweatt, 1999); cada una de esas cinasas se activa a
través de segundos mensajeros como el calcio. Aunque algunas de ésas
modificaciones, tales como la autofosforilacion de CaMKIl (Lisman, 1994)
pueden ser persistentes, eventualmente, dichas cinasas regresan a su estado
inactivo o son remplazadas por sus precursores (Schwartz and Greenberg,
1987; Schwartz 1993). La mayoria de las funciones de las proteinas cinasas

antes mencionadas, intervienen en la fase de induccion de la LTP y durante la
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etapa inicial del aprendizaje y la consolidacion de la memoria. En contraste,
solo la actividad de una proteina cinasa, una atipica proteina cinasa C
isoforma (aPKC), es esencial durante el mantenimiento de la LTP y para la
persistencia del almacenamiento de la informacion (Sacktor et al., 1993; Ling
et al., 2002; Pastalkova et al., 2006).

La familia de PKC esta formada por 15 isoformas derivadas de 9 genes
diferentes, cada una con funciones celulares individuales (Newton, 2001).
Basado en los mecanismos de activacion y en la secuencia de aminoacidos,
Nishizuka dividié a las PKC en tres grupos: las convencionales, las novedosas y
las atipicas (Nishizuka, 1988; Nishizuka, 1995) (Figura 11).

Regulatorio Catalitico
o

DAG G
Convencionales Nl H__ HIEEGEGE-(
Novedosas  ——{—1—/ NG

Atipicas  l—— -

Figura 11. Clasificacion de las PKCs. En funcion a sus mecanismos de activacion, las PKCs han sido
clasificadas en convencionales, novedosas y atipicas (Naik et al., 2000)

Las PKCs convencionales (o, Bl, Bll y y) son activadas por segundos mensajeros
como diacilglicerol (DAG) y calcio. Las PKCs novedosas (6, €, n y 8) son
activadas por DAG, pero no por calcio. Las PKCs atipicas ({, y t/A) no son
activadas por DAG o calcio, sin embargo contiene un sitio de unién para
segundos mensajeros, tales como acido araquidonico y fosfatidilinositol 3, 4, 5

trifosfato.

Una tipica PKC isoforma contiene un dominio regulatorio en su terminal-amino
y un dominio catalitico en su terminal-carboxilo (Newton, 2001). El dominio
regulatorio contiene sitios de union para segundos mensajeros (como calcio y

diacilglicerol), y una secuencia pseudosustrato que inhibe al dominio
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catalitico. Al activarse PKC, se produce un cambio conformacional que libera
la autoinhibicion del pseudosustrato; esta activacion es usualmente transitoria
porque los segundos mensajeros son metabolizados rapidamente y la enzima
regresa al estado inactivo, esperando hasta su siguiente activacion. Una de las
isoformas de PKC, llamada PKM zeta (PKM(), en contraste, es generada por la
sintesis de un ARNm que codifica un dominio catalitico { sin un dominio
regulatorio (Hernandez et al., 2003). Asi, los segundos mensajeros que activan

a PKC, no son requeridos para estimular a PKM (Figura 12).

pseudosustrato

-

PKC inactiva PKC activa

Regulatorio

Catalitico

PKM,

Figura 12. Estructura de PKC y PKMZ. Modelo de la conformacion activa e inactiva de PKC. PKC es
mantenida en un estado inactivo por la interaccion del pseudosustrato y el dominio catalitico (arriba).
PKM{ se caracteriza por un dominio catalitico independiente, el cual carece de un dominio
regulatorio (abajo) (modificado de Hernandez et al., 2003)

PKMC es el producto de un ARNm generado de un promotor interno del gen de
PKCC; el gen C produce dos tipos de ARN de dos promotores distintos: un
ARNm para PKCC (Ono et al., 1989) y un ARNm para PKM{ (Ono te al., 1988).
Tanto el ARN de PKMZ como la proteina codificada son expresados Unicamente
en el cerebro. El promotor del gen de PKC{ que genera al ARNm de PKMC en
el raton, la rata y el humano contiene un elemento responsivo al AMPc (CRE),
también como sitios para el factor de transcripcion nuclear (NFkB), cada uno
de esos factores de trascripcion han sido implicados en la formacion de la

memoria (Hernandez et al., 2003)
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PKMC es una proteina cuyo peso molecular oscila alrededor de los 51 kDa, se
encuentra distribuida en todo el cerebro, presentando altos niveles de
expresion en la corteza, la region CA1 del hipocampo, el estriado y el
hipotalamo (Naik et al., 2000) .

En los ultimos anos, ha destacado de manera significativa la participacion de
PKM{ en el mantenimiento de los procesos plasticos durante periodos

prolongados.

2.4.1 Proteina cinasa M zeta y la LTP

Durante la fase de induccion de la LTP, mdltiples isoformas de PKC (o, Bl, B,
0, y n) son activadas transitoriamente, pasando de su estado inactivo en el
citoplasma, a su conformacion activa sobre la membrana celular. En
contraste, durante la fase de mantenimiento de la LTP, Unicamente PKM( se

encuentra activada persistentemente (Sacktor et al., 1993).

Se ha observado que los niveles de PKM( se incrementan significativamente
durante la LTP, y que este incremento se restringe Unicamente a la fase
tardia del fenomeno (Sacktor et al., 1993); por otro lado, se ha descrito que
los niveles de PKM{ pueden disminuir en respuesta a la estimulacion de baja
frecuencia capaz de inducir depresion de largo plazo (LTD) (Hrabetova vy
Sacktor, 1996); este decremento requiere de la actividad proteolitica y

persiste por varias horas en preparaciones in vitro (Hrabetova y Sacktor, 2001)

Trabajos realizados en rebanadas de hipocampo han mostrado que la infusion
intracelular de PKM{, incrementa la amplitud de las corrientes postsinapticas
excitatorias miniatura (CPSEm) moduladas por el receptor AMPA en cuestion
de minutos, ademas, la aplicacion de queleritrina, un inhibidor del dominio
catalitico de PKC, revierte la potenciacion hasta llegar nuevamente a la linea
base, indicando que la actividad de PKM( es continuamente requerida para la
potenciacion sinaptica. Asimismo, la aplicacion del péptido inhibidor del
pseudosustrato zeta (ZIP por sus siglas en inglés), especifico para PKM{,
también bloquea la potenciacion (Serrano et al; 2005). Se ha observado que el
incremento en las CPSEm impide la subsecuente LTP inducida por tetanizacion

asociada con despolarizacion postsinaptica, sugiriendo que PKM{ y la LTP
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incrementan la transmision sinaptica a través de los mismos mecanismos (Ling
et al; 2002).

Se ha examinado el sitio de la transmision sinaptica sobre el cual actia PKMC
para fortalecer la comunicacion neuronal. Se describié que el efecto de PKMZ
sobre las CPSEm no se debe a un incremento en la conductancia del receptor
AMPA, mas bien, se debe a un incremento en el nUmero de receptores AMPA
activos (Ling et al., 2006). Entre los mecanismos a través de los cuales PKMC
modula la insercion de los receptores AMPA a la membrana postsinaptica, se
ha observado la participacion del factor sensible a N-etilmaleimida (NSF).
Durante la fase de mantenimiento de la LTP, PKM{ regula el trafico de las
subunidades de dicho receptor a través de la interaccion dependiente de
NSF/GluR2 (Yao et al., 2008). Los resultados anteriores indican que PKM(
incrementa la transmision sinaptica aumentando exclusivamente el nimero de

receptores AMPA funcionales en la postsinapsis.

Aunque numerosos inhibidores de proteinas cinasas bloquean la induccion de
la LTP cuando son aplicados en un marco de tiempo cercano a la tetanizacion,
ninguno ha bloqueado la fase de mantenimiento de la LTP. Ling y
colaboradores en el 2002 examinaron la LTP en su fase de mantenimiento,
comparando el efecto de la inhibicion de PKM{ con la inhibicion de otras
cinasas (PKC, CaMKIl y PKA). Los resultados mostraron que Unicamente la
inhibicion de PKMC bloqued el mantenimiento de la LTP, demostrando que la
actividad de otras cinasas no es indispensable para la etapa tardia de la

potenciacion (Ling et al; 2002).

La potenciacion sinaptica durante su fase de mantenimiento usualmente se
atribuye a un cambio en la morfologia de la sinapsis (Yuste y Bonhoeffer;
2001), se ha observado que la polimerizacion de actina se correlaciona con la
sintesis de PKM{, y esta a su vez con el persistente incremento en la
transmision sinaptica durante la LTP (Kelly et al;2007) lo que sugiere que la
eficiencia de PKM{ puede mantener estados muy tardios de la LTP, por lo
tanto, el hecho de que una enzima persistentemente activa sea critica para la
fase de mantenimiento de la LTP, es de suma importancia para comprender

los mecanismos del almacenamiento de la informacion a largo plazo.
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Muslimov y colaboradores en el 2004 observaron una sintesis local de PKMZ
después de la induccién de la LTP en neuronas hipocampales. La localizacion
dendritica del ARNm de PKMC se ha postulado como un mecanismo para la
especificidad de las sinapsis activadas, la cual puede ser considerada como
una caracteristica importante en la formacion de persistentes trazos de
memoria (Muslimov et al., 2004). Se ha observado que existen diversas
proteinas cinasas que convergen para regular la sintesis de PKM{ después de la
induccion de la LTP. Muchas cinasas, incluidas las isoformas de PKC estan
inactivas inmediatamente después de su sintesis debido a que sus dominios se
encuentran inicialmente en estados conformacionales inactivos, que de
manera ineficiente se ligan a sus sustratos. Esas cinasas requieren ser
fosforiladas por la proteina cinasa dependiente de fosfatidilinositol tipo 1
(PDK1) para su conversion a un estado conformacional activo (Newton, 2003).
Se ha reportado que 1 hora después de la induccion de la LTP, PKMZ recién
sintetizada es fosforilada por PDK1, asegurando su maxima actividad para el

sostenimiento de las respuestas neuronales (Kelly et al., 2007)

2.4.2 PKM zeta y conducta

Los datos anteriores muestran que la actividad de PKM{ es necesaria para
mantener un incremento en la eficiencia sinaptica por periodos prolongados.
La primera evidencia de que PKMC juega un papel en la formacién de la
memoria, fue descrita por Drier y colaboradores en el 2002, al evaluar el
condicionamiento de evitacion al olor en la Drosophila; ellos encontraron que
la sobreexpresion de PKM{ en una estrecha ventana de tiempo después del
aprendizaje incrementa la retencion de la memoria. De manera contraria, el
blogueo de la PKC isoforma atipica previene la formacion de la memoria de
largo plazo, sin afectar la formacion de la memoria de corto plazo (Drier et
al., 2002). Recientes investigaciones han enfocado su trabajo sobre el papel
que juega PKMC en la memoria espacial, la cual es inicialmente codificada y
almacenada en el hipocampo. Utilizando el paradigma de evitacion al lugar
(ver figura 13), se ha observado que animales tratados con ZIP (inhibidor

especifico de PKM{) exhiben claras deficiencias en la ejecucion de dicha tarea

31



(Pastalkova et al., 2006). También se ha descrito que otras formas de
memoria espacial de largo plazo son mantenidas por PKM{. La retencion de la
informacion requerida para la referencia espacial en el laberinto de agua y
para la conducta condicionada en el laberinto radial de 8 brazos es afectada

por la infusion intrahipocampal de ZIP (Serrano et al., 2008).
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Figura 13. PKM{ mantiene la memoria espacial de largo plazo en el hipocampo. A) el
entrenamiento de la tarea de evitacion al lugar consiste en la rotacion de una plataforma, la cual
contiene un sector de 60° (delineado en rojo) denominado zona de choque; pistas visuales son
colocadas en la camara de entrenamiento; los animales deben aprender a evitar la zona de
choque con ayuda de las pistas visuales. B) Con el entrenamiento hay un incremento en el tiempo
que pasan las ratas en entrar a la zona de choque como producto del aprendizaje; la infusion de
ZIP 22 horas después de la adquisicion produce un dafo en la formacion de la memoria de largo
plazo, esto se ve reflejado en que los animales entran con mayor facilidad a la zona de choque.
Circulos negros: animales tratados con ZIP. Circulo blancos: animales tratados con salina

(modificado de Pastalkova et al., 2006)

De la misma forma, cuando es inhibida la actividad de PKM{ en la amigdala
basolateral, se observa una clara disminucion en la retencion de la memoria al
miedo (Serrano et al., 2008), lo que demuestra que al impedir que PKM(
ejerza sus acciones, se dana la retencion de informacién en diferentes areas
del cerebro, por lo que la persistente actividad de PKM( se ha considerado
como uno de los principales mecanismos moleculares que permiten la

formacion de trazos de memoria duraderos.
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2.4.3 PKM zeta y la neocorteza

A pesar de que el hipocampo es una estructura relacionada con las memorias
espaciales y la amigdala de las memorias asociadas con el miedo, la
neocorteza es considerada como el almacén de las memorias de largo plazo en
el cerebro de los mamiferos. Dudai y colaboradores en el 2007 describieron el
papel que desempefa PKM{ en el almacenamiento de informacion en la
neocorteza utilizando el paradigma del condicionamiento aversivo a los
sabores. El entrenamiento en el CAS produce una memoria de largo plazo de
evitacion al sabor, la cual se prolonga hasta por varias semanas. Como se
observa en la figura 14, la microinfusion de ZIP en la corteza insular suprime
la memoria gustativa cuando el agente es introducido 3 dias, 1 mes e incluso
hasta 3 meses después del entrenamiento (Shema et al., 2007; Shema et al.,
2009). (Figura 14). Se ha reportado que el deterioro en la memoria persiste a
través del tiempo, pues el dafo se observa hasta 1 mes después del
tratamiento con ZIP. Asi mismo, se ha observado que entrenamiento intenso
en el CAS no confiere inmunidad al efecto de ZIP sobre la memoria, y una vez
suprimida por ZIP, la memoria del CAS puede ser readquirida de manera
normal y rapidamente borrada por una nueva aplicacion de ZIP en la Cl
(Shema et al., 2009). De manera importante, inyecciones de ZIP no tienen
efecto anterdgrado sobre la formacion de la memoria de largo plazo cuando el
farmaco es introducido 2 horas antes del entrenamiento

Lo anterior sugiere un papel fundamental de PKMC en los procesos mnémicos
de larga duracién en la neocorteza, favoreciendo el almacenamiento de la

informacion por periodos prolongados.
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Figura 14. PKM{ mantiene la memoria de largo plazo en la neocorteza. A) ZIP fue administrado 3 dias
después de la adquisicion, la memoria fue probada una semana (circulo grises) y un mes después (circulo
negros), en ambos grupos se observa un deterioro en el almacenamiento de la informacion en
comparacion al grupo tratado con el vehiculo el cual mostraba una fuerte aversion al estimulo gustativo
(circulos blancos). B) la microinfusion de ZIP en la corteza insular 3, 7 y 25 dias después de la
adquisiciéon produce un severo dafio en la formacién de la memoria gustativa de largo plazo (barras
negras) en comparacion al grupo tratado con el vehiculo (barras grises). C) ZIP o vehiculo fue
administrado 3 meses después de la sesion de adquisicion, la memoria fue probada 2 dias después; el
grupo tratado con ZIP (barra negra) mostré baja aversion al estimulo condicionado en comparacion al
grupo tratado con el vehiculo (barra gris), el cual mostraba fuerte aversion al sabor, demostrando que la
actividad de PKMZ es necesaria para el mantenimiento de la memoria de largo plazo en areas

neocorticales (Shema et al., 2007; Shema et al., 2009)

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Estudiar los procesos a través de los cuales es adquirida y almacenada la
informacion en el cerebro a partir del estudio de los mecanismos celulares
que los subyacen, nos ofrece una aproximacion para el entendimiento del
comportamiento del ser humano. En estudios previos se demostré6 que la
estimulacién tetanica de la amigdala basolateral induce LTP en la corteza
insular de las ratas adultas, y que ésta potenciacion es dependiente de los
receptores NMDA (Escobar et al., 1998a). Datos de nuestro laboratorio indican
que el entrenamiento previo en el CAS modifica la posibilidad de inducir LTP
en la corteza insular en ratas adultas in vivo, y dicho efecto es persistente ya
que se mantiene hasta 120 horas después de concluida la fase conductual,
sugiriendo una coincidencia en los mecanismos que subyacen a la LTP en la
corteza insular y el CAS. En recientes investigaciones se ha mostrado que la
inhibicion de PKMC en la corteza insular, produce un deterioro en la retencion
del CAS, incluso cuando el farmaco es infundido hasta 3 meses después de la

adquisicion (Shema et al., 2007; Shema et al., 2009), lo que indica un papel
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fundamental para PKM{ en el almacenamiento de la informacion en areas

neocorticales por periodos prolongados de tiempo.

Teniendo en consideracion los antecedentes, estudiar la participacion de
PKM(, implicada en el fortalecimiento de la transmision sinaptica por periodos
prolongados y la observacion del papel que juega dentro de la retencion de
diversos paradigmas de aprendizaje, ofrece una valiosa herramienta para
estudiar los mecanismos homeostaticos que a nivel celular permiten
experimentar cambios en la posibilidad de inducir subsecuente plasticidad

sinaptica en areas neocorticales.

4. OBJETIVOS

Considerando los antecedentes, el presente proyecto se plantea los siguientes

objetivos:

e Estudiar la participacion de la proteina cinasa M zeta (PKM{) en la
modulacién que ejerce el CAS sobre la subsecuente induccion de LTP en
la via de comunicacién que va del nacleo basolateral amigdalino a la

corteza insular de ratas adultas in vivo.

e Evaluar y discutir los resultados a la luz de las investigaciones en torno
a las bases del almacenamiento de informacion en el sistema nervioso

central.

5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
5.1 Sujetos
Para la presente investigacion se utilizaron 28 ratas macho de la cepa Wistar,
con pesos entre 360 y 380 g. Los sujetos experimentales tuvieron un periodo
de habituacion de una semana a las condiciones del bioterio. Se mantuvieron
en cajas individuales de acrilico y estuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad
12/12h, a una temperatura promedio de 23° C; con comida y agua ad limitum

(excepto en las fases experimentales que especifiquen lo contrario).
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5.2. Disefno experimental.

El presente proyecto fue dividido en las siguientes fases experimentales:

Fase 1:

Investigaciones previas realizadas por Shema y colaboradores hacia el afno
2007, reportan que la inhibicion de PKM{ en la Cl produce danos en la
retencion de la memoria gustativa. Por lo tanto, el objetivo de la primera fase
del presente estudio fue examinar el efecto de la inhibicion de PKM{ en la Cl
sobre el mantenimiento de la memoria de largo plazo del CAS. Con tal

propdsito, los grupos experimentales fueron divididos de la siguiente manera:

e Grupo CAS+ZIP (n=10): Las ratas fueron entrenadas en el CAS (de
acuerdo al protocolo descrito en el apartado 5.4) y 72 horas después de
la sesion de adquisicion recibieron una microinfusion intracortical
bilateral de ZIP en la ClI (ZIP/10nM/1ul/1min/hemisferio). Siete dias
después de la microinfusion se realizd la prueba de aversion (PA)
(figura 15).

e Grupo CAS+VEH (n=10): Las ratas fueron entrenadas en el CAS (ver
apartado 5.4) y 72 horas después de la sesion de adquisicion recibieron
una microinfusion intracortical bilateral de amortiguador de fosfatos
como vehiculo de ZIP en la ClI (PBS/10nM/1ul/1min/hemisferio). Siete

dias después de la microinfusion se realizo la prueba de aversion (PA).

7 dias
7 dias despues de la
CANUIACION gy CAS JOUCIONIUSION,  Prueha de aversion g Histologia
= rEeT
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lagua 2 wveces al dia
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*Adquisicidn:  solucidn de
sacarina (0.1%) seguida

de una inyeccian
intraperitoneal de LICI (0.2
b}

*Microinfusion intracortical
de ZIP o vehiculo 72 haoras
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Figura 15. Diagrama de flujo correspondiente al disefio experimental de la fase 1
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Fase 2:

Datos recientes de nuestro laboratorio muestran que el entrenamiento

previo en el CAS bloquea la subsecuente induccion de LTP en la Cl. Asi, el

objetivo de la segunda fase del presente estudio fue estudiar la

participacion de PKM{ en la modulacion que ejerce el CAS sobre la

subsecuente induccion de LTP en la via de comunicacion que va del nlcleo

basolateral amigdalino a la corteza insular de ratas adultas in vivo. Con tal

propdsito, los grupos experimentales fueron divididos de la siguiente

manera:

Grupo CAS+ZIP+LTP (n=6): Las ratas fueron entrenadas en el CAS (ver
apartado 5.4) en ausencia de prueba de aversion con objeto de evitar
las interferencias inherentes al proceso de evocacion (Nader y
Einarsson, 2010). Setenta y dos horas después de la sesion de
adquisicion recibieron una microinfusion intracortical bilateral del
inhibidor selectivo de PKM en la CI (ZIP/10nM/1ul/1min/hemisferio) y
48 horas mas tarde fueron introducidas en la fase electrofisioldgica (tal

como se describe en el apartado 5.5) (figura 16).

Grupo CAS+VEH+LTP (n=7): Las ratas fueron entrenadas en el CAS
(apartado 5.4) en ausencia de la prueba de aversion. Setenta y dos
horas después de la sesion de adquisicion recibieron una microinfusion
intracortical bilateral de amortiguador de fosfatos como vehiculo de
ZIP en la Cl (PBS/1ul/1min/hemisferio). Cuarenta y ocho horas mas

tarde se les introdujo en la fase electrofisiologica (apartado 5.5).

Grupo PA+ZIP+LTP (n=6): Las ratas fueron entrenadas en el CAS
(apartado 5.4). Para este grupo se hicieron dos pruebas de aversion. La
primera prueba (PA1) se realizo 48 horas después de la sesion de
adquisicion y 24 horas antes de la microinfusion de ZIP, con el objeto
de corroborar la asociacion del estimulo gustativo con la irritacion
gastrica. La segunda prueba de aversion (PA2) se hizo 24 horas después

de la microinfusion de ZIP, con el proposito de verificar su efecto sobre



ELECTROFISIOLOGIA (45 hr después Estimulacion de alta frecuencia
10 trenes 100 HzMs.
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la memoria de largo plazo del CAS. Setenta y dos horas después de la
sesion de adquisicion recibieron una microinfusion intracortical
bilateral de ZIP en la Cl (ZIP/10nM/1ul/1min/hemisferio). Cuarenta y
ocho horas después de la microinfusion fueron introducidas a la fase

electrofisiologica.

Grupo CAS (n=10): Los animales fueron entrenados en el CAS
incluyendo la prueba de aversion, tal y como se describe en el apartado
5.4

Grupo LTP (n=7): Los animales fueron introducidos directamente a la
fase electrofisiologica sin ninguna manipulacion previa (ver apartado
5.5)

CANULACION

Periodo postoperatorio {7 dias)

Administracién de agua 2 veces al
dia durante 10 min.

Linea base

Sustitucion del agua por una solucion
Adquisicion de sacarina (0.1%) seguida de una
inyeccion ip. de LICI (0.2 M)

El grupo CAS+ZIP+LTP fue entrenado
en ausencia de la prueba de aversian.

i

*Frueba de

chic el El grupo PA+ZIP+LTP fue sometido a
dos pruebas de aversién, la primera se
hizo 48 horas después de la adquisicion
v la segunda se hizo 24 horas después
de la microinfusion de ZIP

*Microinfusion
intracartical de 72 horas después de la adguisicidn
il

20 minutos de registro de linea base
{0.05 Hz)

LTF

dela
microinfusién)

B0 minutos de registro post-estimulacion
{0.05 Hz)

HISTOLOGIA

Figura 16. Diagrama de flujo correspondiente al procedimiento experimental de la fase 2




5.3. Implantaciéon de canulas

El procesamiento quirdrgico de los sujetos se llevo a cabo utilizando
procedimientos estereotaxicos convencionales y consistié en la implantacion
bilateral de guias canulas de acero inoxidable de 1 cm. de longitud y 0.022
pulgadas de calibre. Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (50
mg/Kg. i.p.) Las coordenadas empleadas para corteza insular fueron AP= +1.2
mm; ML= +/-5.5 mm; DV= -2.0 mm (Paxinos et al., 1995). Los extremos de las
guias canula son colocadas 5 mm arriba de la Cl bilateralmente; fueron fijadas
al craneo usando acrilico dental de secado rapido. Un estilete de acero
inoxidable se coloco al interior de las canulas con el fin de proteger su luz de
obstrucciones con material organico durante el periodo de recuperacion vy
entrenamiento. Los grupos canulados fueron infundidos
intraparenquimalmente en la region correspondiente a la Cl en ausencia de
anestésicos, 72 horas después del entrenamiento del CAS administro el
inhibidor de PKM{, ZIP (Tocris, Bioscience) a una concentracion de 10
nmol/pl. Para todos los grupos, las infusiones fueron administradas por
microinyectores consistentes en agujas dentales de calibre 30. El
microinyector fue introducido en la canula previa remocion del estilete y se
extendio 5 mm por debajo del extremo inferior de la canula, alcanzando asi la
region correspondiente a la Cl (Figura 17). Los microinyectores estan
conectados mediante tubos de polietileno a jeringas Hamilton de 10.0 pl. Las
microinyecciones fueron dosificadas mediante una bomba de microinfusion
(Carnegie Medicin, MA) a una velocidad de flujo de 1.0 pl/1 minuto. Una vez
inyectado el volumen total de la solucién vehiculo con farmaco, de acuerdo al
protocolo experimental los microinyectores permanecieron durante un minuto

mas para asegurar la adecuada difusion de la solucion en el tejido.
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Figura 17. Esquema de un corte coronal que sefala la posicion de las guias canulas utilizadas para
la infusion de los farmacos en la corteza insular. Cl = corteza insular, Cpu = Caudado-Putamen.

5.4. Condicionamiento aversivo a los sabores

Al inicio del entrenamiento en el condicionamiento aversivo a los sabores
(CAS) las ratas fueron privadas de agua por 24 horas. Posteriormente fueron
entrenadas para beber agua 2 veces al dia durante 10 minutos por cada sesion
de entrenamiento en un periodo de 3 dias durante los cuales se establecio la
linea base de consumo. Los bebederos fueron construidos con pipetas
graduadas cubiertas con tapones de caucho horadados con boquillas de metal.
En el cuarto dia de entrenamiento, se realizo la sesion de adquisicion, en la
cual los animales fueron privados de alimento y se sustituyo el agua por un
sabor novedoso, el cual fue una solucion de sacarina 0.1% (Sigma WI). Después
de 10 minutos de la presentacion del estimulo novedoso, se administré una
dosis intraperitoneal de cloruro de litio (0.2M; 9.37 ml/Kg.) para inducir el
malestar gastrico. Después de la sesion de adquisicion, se restablecio la linea
base de consumo de agua durante dos dias. Una vez restablecida la linea base
de consumo de agua, el agua fue sustituida nuevamente por la solucion de

sacarina durante la prueba de aversion. La disminucion del consumo de
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sacarina con respecto a la ingesta de agua durante la linea base fue usada

como parametro comparativo de la fuerza aversiva del CAS.

5.5. Electrofisiologia

En los procedimientos quirurgicos y electrofisiologicos, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (50.0mg/Kg. IP), y posteriormente se
suministraron inyecciones suplementarias del mismo (25.0mg/Kg.) en
intervalos de una hora, con el fin de mantener los niveles quirdrgicos de
anestesia. Para mantener la temperatura corporal se emplearon cojines
homeotérmicos (Braintree Scientific, INC). Los potenciales de campo evocados
en la corteza insular fueron registrados unilateralmente con un electrodo
monopolar de acero inoxidable (diametro 0.0005”, Mediwire, Chicago, IL),
colocado en las coordenadas de la corteza insular: AP +1.2mm, ML +5.5mm,
DV-5.5mm (Paxinos y Watson, 1995). Las respuestas fueron evocadas
unilateralmente a través de la estimulacion directa del nucleo basolateral
amigdalino, en las coordenadas: AP -2.8mm, ML -5.0mm, DV -8.5mm (Paxinos
y Watson, 1995) (Figura 18), con un electrodo bipolar trenzado de acero
inoxidable (diametro 0.0005”, Mediwire, Chicago, IL). La estimulacion (pulsos
monofasicos de 50-70pA y de 0.1-0.25 mseg. de duracion) fue suministrada
por un estimulador Grass 548. Las respuestas evocadas fueron registradas con
una unidad de aislamiento (PSIU6), la cual envia la sefal a un amplificador
Grass P5. Posteriormente la senal fue digitalizada para su almacenamiento y
analisis en una computadora provista del software “Data Wave”. Estimulos de
baja frecuencia fueron evocados (cada 20 segundos, 0.05Hz) durante los 20
minutos que constituyen la linea base. Las sefnales electroencefalograficas
fueron monitoreadas durante todo el registro. Posterior a la linea base, se
aplicaron 10 trenes de estimulacion con duracion de 1 segundo cada uno, a
una frecuencia de 100 Hz, con un intervalo intertren de 20 segundos con el fin
de inducir la potenciacion a largo plazo (LTP). Tras la estimulacion de alta
frecuencia, las respuestas evocadas fueron registradas durante una hora mas,

con el proposito de observar los cambios en la pendiente de los PPSEs.
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Figura 18. Ubicacion de los electrodos. En este esquema se muestran los sitios de colocacion de los electrodos
de registro (r) y estimulacion (e). Abreviaciones: Bla, basolateral amigdalino; Cl, corteza insular.

5.6. Analisis histolégico de Nissl

Una vez concluida la fase conductual y electrofisiologica del experimento, los
cerebros de los animales fueron analizados a través de la técnica histologica
de Nissl con el fin de observar la ubicacion exacta de los electrodos. Los
animales fueron sacrificados mediante una sobredosis del anestésico
pentobarbital. Se efectu6é una perfusion intracardial de los sujetos canulados
con solucion salina al 0.9% seguida por una segunda perfusion con solucion
fijadora de parafolmadeido 4.0% / glutaraldehido 0.1% en PBS pH 7.4. Los
cerebros fueron extraidos y almacenados para su postfijacion en
paraformaldehido 4.0% / glutaraldehido 0.1% durante 24 horas a 4°C.
Transcurrido este periodo, fueron almacenados en una solucion de sacarosa al
30% en PBS hasta que alcanzaron una densidad mayor a la de la solucion. Solo
entonces los cerebros fueron congelados y rebanados en cortes coronales de
40 um. Las muestras fueron tefnidas con violeta de cresilo y examinadas en un
microscopio de luz, con el fin de verificar la posicion de la punta del
microinyector y del microelectrodo. Los cortes se montaron en portaobjetos

de cristal bafiados de gelatina y cromoalUmina.
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5.7. Analisis de datos

Durante los experimentos conductuales se midi6 el consumo de sacarina con
respecto a la linea base de consumo. El analisis de datos que se obtuvieron se
efectu6 a través del ANOVA factorial. Durante los experimentos
electrofisioldgicos se midieron los cambios de las respuestas evocadas en la
Cl, mediante la obtencion de la pendiente de los potenciales postsinapticos
excitatorios (PPSEs) de campo, para ello se empleé el ANOVA por medidas
repetidas. En ambos casos se empled la prueba post-hoc de Fisher. Los

resultados se expresan como media (x) y error estandar de la media (E.E.M).

6. RESULTADOS FASE 1

6.1 Conductuales

Linea base y adquisicion

La fase 1 del presente estudio tuvo como objetivo corroborar los datos
obtenidos por Shema et al, en el 2007, quienes describieron la participacion
de PKMC en el mantenimiento de la memoria de largo plazo del CAS en la Cl.
Nuestros resultados muestran que no existen diferencias significativas entre
los grupos CAS+ZIP y CAS+VEH durante el consumo basal de agua, ni durante el
consumo de la solucion de sacarina durante la sesion de adquisicion del CAS.
El promedio de consumo de agua (expresados en x + E.E.M) durante la linea
base fue de 14.94 + 0.326 ml para el grupo CAS+ZIP y de 15.50 + 0.25 ml para
el grupo CAS+VEH. Durante la sesion de adquisicion del CAS, el promedio de
consumo de sacarina para el grupo CAS+ZIP fue de 15.00 + 0.36 ml y para el
grupo CAS+VEH fue de 14.50 + 0.22 ml.

Prueba de aversion

Los resultados obtenidos en la prueba de aversidn, realizada siete dias
después de la microinfusion de ZIP o del vehiculo, muestran un decremento
en el consumo de sacarina como producto del aprendizaje aversivo en el
grupo CAS+VEH ( grupo entrenado en el CAS y microinfundido con el vehiculo

en la Cl 72 horas después de la adquisicion) (figura 19). Asimismo, los datos
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muestran que el grupo CAS+ZIP (grupo entrenado en el CAS y microinfundido
con ZIP en la Cl 72 horas después de la adquisicién) presentd una clara
deficiencia en la retencion de la memoria gustativa, indicando que PKM{ es
esencial para le mantenimiento de la memoria de largo plazo del CAS. El
ANOVA factorial y el analisis post-hoc empleando la prueba de Fisher revelan
diferencias significativas entre los grupos CAS+ZIP y CAS+VEH durante la
prueba de aversion F (1,18) = 387.69, p<0.001. Estos datos muestran que la
actividad de PKMC en la Cl es fundamental para la persistencia de la memoria
de aversion al sabor, pues su inhibicion produce un dafno en la retencion de

dicha informacion.
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Figura 19. La inhibicion de PKM{ en la ClI causa una deficiencia en el mantenimiento de la
memoria de largo plazo del CAS. En esta grafica se observa el consumo de sacarina en mililitros
(media + error estandar de la media) durante la sesidén de adquisicion y la prueba de aversion
(realizada 7 dias después de la microinfusion. Los datos muestran que la inhibicion de PKMZ en la
Cl 72 horas después de la adquisicion del CAS produce un deterioro en el mantenimiento de la
memoria gustativa, tal como se observa en el grupo CAS+ZIP, el cual presentd un consumo de
sacarina similar durante la sesion de adquisicion y durante la prueba de aversion, en comparacion
al grupo CAS+VEH, el cual disminuyd su consumo de sacarina durante la prueba de aversion, como
producto del aprendizaje aversivo. Es asi como se corroboran los datos que indican que PKMC es
necesaria para la persistencia de la memoria de largo plazo. **= P<0.001
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7. RESULTADOS FASE 2

7.1 Conductuales

Linea base y adquisicion

Los resultados conductuales de la fase 2 revelaron que no existen diferencias
significativas entre los grupos CAS y PA+ZIP+LTP durante el consumo basal de
agua. Como se observa en la figura 20, tampoco existieron diferencias
significativas en el consumo de la solucidon de sacarina durante la sesion de
adquisicion del CAS. El promedio de consumo de agua (expresados en x +
E.E.M) durante la linea base del grupo CAS fue de 16.05 + 0.50 ml y para el
grupo PA+ZIP+LTP fue de 16.66 + 0.54 ml. Durante la sesion de adquisicion del
CAS, el promedio de consumo de sacarina fue de 15.70 + 0.30 ml para el grupo
CAS vy de 16.16 + 0.30 ml para el grupo PA+ZIP+LTP

Prueba de aversion

Los datos obtenidos durante la prueba de aversion del grupo CAS (realizada 72
horas después de la sesion de adquisicion) muestran un decremento en el
consumo de sacarina como producto del aprendizaje aversivo (figura 20). Para
el grupo PA+ZIP+LTP se hicieron dos pruebas de aversion. La primera prueba
(PA+ZIP+LTP1) se realizo 48 horas después de la sesion de adquisicion y 24
horas antes de la microinfusion de ZIP. EL objetivo de la primera prueba de
aversion fue corroborar la asociacion del estimulo gustativo con el malestar
gastrico. La segunda prueba de aversion (PA+ZIP+LTP) se realizd 24 horas
después de la microinfusion de de ZIP, con el proposito de verificar su efecto
sobre la memoria de largo plazo del CAS. Durante la primera prueba de
aversion del grupo PA+ZIP+LTP se observa un decremento en el consumo de
sacarina con respecto a la linea base como producto del aprendizaje en el
CAS. Por otra parte, la segunda prueba de aversion del grupo PA+ZIP+LTP
muestra que 24 horas después de la microinfusion de ZIP se produce un
deterioro en la retencion de la memoria de largo plazo del CAS, tal y como se
observa en la figura 20. El ANOVA factorial revelé diferencias significativas
entre los grupos CAS y PA+ZIP+LTP F (1,14) = 429.26, p<0.001. Ademas, el

analisis post-hoc empleando la prueba de Fisher mostré que no existen
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diferencias significativas en el consumo de sacarina durante la prueba de
aversion entre el grupo CAS y la primera prueba de aversion del grupo
PA+ZIP+LTP. Por el contrario, ambos grupos presentan diferencias
significativas con respecto a la segunda prueba de aversion del grupo
PA+ZIP+LTP (p<0.001). Los datos anteriores muestran que la actividad de

PKMC en la Cl es necesaria para el almacenamiento de la memoria gustativa.
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Figura 20. PKMCZ en la Cl es necesaria para la persistencia de la memoria de largo plazo del
CAS. En esta grafica se observa el consumo de sacarina en mililitros (media + error estandar de
la media) durante la sesion de adquisicion y la prueba de aversion. Para el grupo CAS la prueba
de aversion se realizo 48 horas después de la adquisicion. Para el grupo PA+ZIP+LTP se hicieron
dos pruebas de aversion, la primera de ellas (PA+ZIP+LTP1) se hizo 48 horas después de la
adquisicion y 24 horas antes de la microinfusion de ZIP con el fin de corroborar la asociacion
entre el estimulo gustativo y la irritacion gastrica. La segunda prueba (PA+ZIP+LTP2) se hizo 24
horas después de la microinfusion de ZIP con el propdsito de verificar su efecto sobre la
memoria de largo plazo del CAS. ** =P<0.001
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7.2 Electrofisiolégicos

Las respuestas evocadas en la Cl fueron medidas a través de la obtencion de
los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSEs) de campo. Los potenciales
fueron evocados por pulsos monofasicos de 50-70pA y 0.25 ms de duracion,
iniciando de 2-3 ms post-estimulacion, presentando su valle entre los 7-9 ms.
La amplitud promedio de los PPSEs de campo fue de 0.57 + 0.005 mV y con
una pendiente promedio de 0.21 + 0.003 mV.

FPendiente

!
\mplitud

0.7 my

S ms

Figura 21. Esquema representativo de la sefial registrada

En el analisis estadistico se compard la pendiente de los PPSEs de campo
medidos después de la aplicacion de los trenes de alta frecuencia (ver
apartado 5.5) en todos los grupos. Los grupos mostraron diferencias
significativas cuando se utilizo el ANOVA de medidas repetidas F (3,22) = 87.80,
P<0.001

En la figura 22 se muestra la pendiente de los PPSEs de campo medidos en la
via Bla-Cl del grupo LTP, el cual fue introducido directamente a la fase
electrofisiolégica (ver apartado 5.5). En esta investigacion, como
anteriormente se ha reportado (Escobar et al., 1998a; Jones et al., 1999) se

muestra que diez trenes de estimulacion de alta frecuencia induce LTP en la
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via de comunicaciéon que va del nucleo basolateral amigdalino (BLa) hacia la

corteza insular de ratas adultas in vivo.
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Figura 22. Induccion de LTP en la Cl. En esta grafica se muestra la media + error
estandar del porcentaje de la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base,
registrados en la via Bla-Cl del grupo LTP. En la parte inferior derecha de la grafica se
observan los potenciales representativos de la Cl, antes y después de la induccién de la
LTP, asi como el porcentaje de los PPSEs después de la aplicacion de los trenes de alta
frecuencia. La flecha negra indica la aplicacion de los trenes de alta frecuencia. Barra de
escala: bms, 0.7 mV

En la figura 23 se puede observar la pendiente del PPSE de campo medidos en
la via Bla-Cl del grupo CAS+VEH+LTP. En esta grafica se observa el efecto
metaplastico producido por el aprendizaje, ya que el entrenamiento previo en
el CAS inhibe la posibilidad de inducir subsecuente LTP en la via Bla-Cl, como
parte de un mecanismo homeostatico. En este sentido, el analisis post-hoc
mostro que el grupo CAS+VEH+LTP (el cual no presentd LTP en respuesta a la

estimulacién de alta frecuencia) tiene diferencias significativas con el grupo
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LTP (el cual si presentd LTP en respuesta a la estimulacion de alta frecuencia)
(p<0.001).
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Figura 23. Efecto del entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente induccion de LTP
en la via BLa-Cl. En esta grafica se muestra la media + error estandar del porcentaje de
la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base, registrados en la via Bla-Cl del
grupo CAS+VEH+LTP. En la parte inferior derecha de la grafica se observan los potenciales
representativos de la Cl, antes y después de la induccion de la LTP, asi como el
porcentaje de los PPSEs después de la aplicacion de los trenes de alta frecuencia. La
flecha negra indica la aplicacion de los trenes de alta frecuencia. Barra de escala: 5ms,
0.7 mV

En la figura 24 se puede observar la pendiente del PPSE de campo medidos en
la via Bla-Cl del grupo CAS+ZIP+LTP. Este grupo fue entrenado en el CAS en
ausencia de la prueba de aversion, con el objetivo de evitar las interferencias
producidas por el proceso de evocacion. Setenta y dos horas posteriores a la
adquisicion se realizo la microinfusion del ZIP. Cuarenta y ocho horas mas
tarde se les indujo LTP en la Cl. Como observamos en la grafica, al inhibir
PKMC en la Cl, el efecto metaplastico producido por el entrenamiento previo

en el CAS sobre la subsecuente induccion de LTP en la via Bla-Cl es revertido.
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A este respecto, la prueba post-hoc de Fisher mostré que los grupos
CAS+ZIP+LTP y LTP (los cuales si presentaron potenciacion de largo plazo) no
mostraron diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, cada uno de los
grupos mencionados anteriormente presentaron diferencias significativas con
respecto al grupo CAS+VEH+LTP (p<0.001).
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Figura 24. La inhibicion de PKM{ posterior al entrenamiento del CAS permite la
subsecuente induccion de LTP en la via BLa-Cl. En esta grafica se muestra la media =+
error estandar del porcentaje de la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base,
registrados en la via Bla-Cl del grupo CAS+VEH+LTP. En la parte inferior derecha de la
grafica se observan los potenciales representativos de la Cl, antes y después de la
induccion de la LTP, asi como el porcentaje de los PPSEs después de la aplicacion de los
trenes de alta frecuencia. La flecha negra indica la aplicacion de los trenes de alta
frecuencia. Barra de escala: 5ms, 0.7 mV

En la figura 25 se muestra la pendiente del PPSE de campo medidos en la via
Bla-Cl del grupo PA+ZIP+LTP. Este grupo entrenado en el CAS fue sometido a
dos pruebas de aversion. La primera se realizd 48 horas después de la

adquisicion con el objetivo de verificar que los animales aprendieran la
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asociacion entre el estimulo gustativo y el estimulo aversivo. La segunda
prueba de aversion, realizada 24 horas después de la microinfusion de ZIP,
tuvo como proposito corroborar la supresion de la memoria de largo plazo del
CAS. Los datos obtenidos en este grupo muestran que la actividad de PKM( es
necesaria para la persistencia del bloqueo que el entrenamiento en el CAS
produce sobre la subsecuente induccion de LTP en la via Bla-Cl, de manera
que, su inhibicion permite la expresion de LTP en dicha via. El analisis post-
hoc de Fisher mostro que los grupos LTP, CAS+ZIP+LTP y PA+ZIP+LTP no
presentaron diferencias significativas entre ellos. Aunado a lo anterior, cada
uno de los grupos mencionados presentaron diferencias significativas con
respecto al grupo CAS+VEH+LTP (p<0.001).
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Figura 25. La inhibicién de PKM{ posterior al entrenamiento del CAS permite la
subsecuente induccion de LTP en la via BLa-Cl. En esta grafica se muestra la media +
error estandar del porcentaje de la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base,
registrados en la via Bla-Cl del grupo CAS+VEH+LTP. En la parte inferior derecha de la
grafica se observan los potenciales representativos de la Cl, antes y después de la
induccion de la LTP, asi como el porcentaje de los PPSEs después de la aplicacion de los
trenes de alta frecuencia. La flecha negra indica la aplicacion de los trenes de alta
frecuencia.Barra de escala: 5ms, 0.7 mV
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Como resumen, en la figura 26 se muestra una vista comparativa del
porcentaje de la pendiente de los PPSEs de campo de los grupos LTP,
CAS+VEH+LTP, CAS+ZIP+LTP y PA+ZIP+LTP.
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Figura 26. Sumario de la fase electrofisiologica. Esta grafica muestra la media +
error estandar del porcentaje de la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea
base, registrados en la via Bla-Cl de todos los grupos introducidos a la fase
electrofisiologica. En la parte inferior derecha de la grafica se observan los
potenciales representativos de la Cl, antes y después de la induccion de la LTP, asi
como el porcentaje de los PPSEs después de la aplicacion de los trenes de alta
frecuencia. Las flechas negras indican la aplicacion de los trenes de alta frecuencia.
Barra de escala: bms, 0.7 mV
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8. Resultados histologicos.

El analisis histologico de Nissl mostré que la guia canula se encontraba
correctamente ubicada en la Cl en todas las ratas utilizadas en el presente
estudio. Los animales en los cuales la canula no se encontraba ubicada en

la Cl fueron descartados de la muestra de cada uno de los grupos.
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Figura 27. Esquema representativo de un corte coronal que sefiala la posicién de las
guias canulas. En la imagen se puede apreciar que el microinyector se ubica
correctamente en la Cl. Barra de escala 0.5 mm.
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Asimismo, el analisis histologico de Nissl mostré que tanto el electrodo de
estimulacién como el de registro estuvieron colocados correctamente en el
nucleo BLa y en la ClI respectivamente, en todas las ratas que fueron

introducidas a la fase electrofisiologica.
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Figura 28. Esquema representativo de un corte coronal que muestra la ubicacion de
los electrodos. Se puede apreciar la ubicacion del electrodo de registro en la corteza
insular agranular, asi como el electrodo de estimulacion en el area del nicleo
basolateral amigdalino. Barra de escala 1Tmm.
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9. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Cuando se habla de memoria comiUnmente se asocia con el pasado, no
obstante, la memoria permite responder a los acontecimientos presentes e
influye en la capacidad de responder a futuros estimulos, al codificar

experiencias por periodos duraderos, con la habilidad de ser actualizados.

Las investigaciones en torno al estudio de las bases celulares del aprendizaje
y la memoria, han identificado algunas moléculas esenciales que intervienen
en los procesos de adquisicion y consolidacion de la informacion (Lamprecht y
LeDoux, 2004). Sin embargo, se sabe muy poco acerca de los procesos
involucrados en la permanencia de la memoria de largo plazo. En este
sentido, investigaciones recientes han propuesto a la proteina cinasa M zeta
(PKM{) como un regulador esencial para el mantenimiento de trazos de
memoria por periodos prolongados (Pastalkova et al., 2006; Shema et al.,
2007; Shema et al., 2009). La proteina PKM{ carece de la autoinhibicion del
dominio regulador, propiedad que le permite fosforilar a sus sustratos sin la
necesidad de ser activada por segundos mensajeros. Asi, PKM{ resulta
fundamental para la permanencia tanto de la fase tardia de la LTP como de la

memoria de largo plazo del CAS.

Por ello, la primera fase de este estudio evalud la participacion de PKMZ en
el mantenimiento de la memoria de largo plazo del CAS en la Cl. En este
sentido observamos que la inhibicion de PKMZ en la Cl 72 horas después de la
adquisicion del CAS produce un dano en la retencion de la memoria de
aversion al sabor, probada 7 dias después de la microinfusion de ZIP
(ZIP/10nM/1ul/ 1min/hemisferio). Los resultados obtenidos en dicha fase
concuerdan con los datos observados previamente por Shema y colaboradores
en el 2007, sugiriendo que PKM{ es necesaria para la persistencia de los

trazos mnémicos.

Desde su descubrimiento en 1973 por Bliss y Lomo, la LTP de la transmision

sinaptica excitatoria ha sido uno de los principales fendmenos celulares que
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ha contribuido sustancialmente al estudio de los procesos de aprendizaje y
memoria (Bliss y Lomo., 1973). Los cambios en la eficiencia sinaptica
producidos durante la LTP también han sido observados como consecuencia
del aprendizaje (McKernan y Shinnick-Gallagher., 1997; Rogan et al., 1997;
Rioult-Pedotti et al., 1998; Whitlock et al., 2006). Asi, se considera que los
organismos almacenan informacion a través de cambios dependientes de la
actividad en las conexiones nerviosas. Actualmente sabemos que la historia de
actividad de las neuronas modifica la manera en que estas responderan a
futuros estimulos, dichos cambios forman parte de una serie de mecanismos
llamados plasticidad homeostatica, entre los que destaca la metaplasticidad.
La metaplasticidad es un cambio en la posibilidad de inducir subsecuente
plasticidad sinaptica (Abraham y Bear, 1996). Un efecto metaplastico se
observa cuando la conducta modifica la posibilidad de inducir subsecuente
LTP (Quinlan et al., 2004), asimismo, cuando la induccion previa de LTP es
capaz de modificar la conducta. En este sentido, investigaciones realizadas en
nuestro laboratorio muestran que la induccion de LTP en la proyeccion BLa-Cl
precedente al entrenamiento en el CAS, aumenta la retencion de dicho
aprendizaje (Escobar et al., 2000). Se observé asimismo que el entrenamiento
en el CAS bloquea la subsecuente induccion de LTP en la via BLa-Cl por

periodos prolongados.

En la fase 2 de nuestra investigacion observamos que la proteina PKM{ es
necesaria para la persistencia del bloqueo que el CAS ejerce sobre la
subsecuente induccion de LTP en la via de comunicacion que va del nicleo
basolateral amigdalino a la corteza insular en ratas adultas in vivo, ya que al
inhibirla, se puede inducir el fenomeno en dicha via. Los datos anteriores
indican la existencia de una interaccion entre el incremento en la eficiencia
sinaptica producido durante la LTP y las modificaciones neuronales asociadas
con el aprendizaje, sugiriendo una convergencia en los mecanismos
involucrados en ambas expresiones de plasticidad sinaptica. Al respecto, el
presente estudio sugiere que PKM({ forma parte de los mecanismos
moleculares necesarios para la permanencia de fendbmenos metaplasticos en

areas neocorticales.

56



Entre los mecanismos moleculares relacionados con la metaplasticidad, se ha
observado un cambio en las proporciones de la subunidad NR2A y NR2B del
receptor a glutamato NMDA, el cual persiste hasta 48 horas después del
entrenamiento en una tarea conductual (Quinlan et al., 2004). Como se
menciond en lineas anteriores, investigaciones de nuestro laboratorio
muestran que el entrenamiento en el CAS bloquea la posibilidad de inducir
subsecuente LTP en la via BLa-Cl, y este efecto se mantiene hasta 120 horas

después de haber concluido la fase conductual.

En el presente estudio la participacion de PKMC en la interaccion metaplastica
del CAS sobre la LTP fue evaluada 120 horas después de la sesion de
adquisicion. Los datos anteriores sugieren que el cambio en la proporcion de
las subunidades del receptor NMDA podria representar el mecanismo
responsable de una fase temprana de la metaplasticidad. No obstante, para la
persistencia del efecto metaplastico, los datos anteriores posicionan a PKM{
como un regulador clave en el mantenimiento de la fase tardia de dicho

fenomeno.

PKM y la memoria de largo plazo

Frecuentemente los cambios duraderos en la eficiencia sinaptica se
encuentran acompanados de modificaciones en la estructura neuronal
(Lamprecht y LeDoux., 2004). Se ha observado que los cambios en la
eficiencia sinaptica se correlacionan bidireccionalmente con las
modificaciones estructurales, por ejemplo, los incrementos en la eficiencia
sinaptica (LTP) provocan un aumento en el tamano de las espinas dendriticas,
mientras que los decrementos en la eficiencia sinaptica (LTD) producen su
disminucion (Okamoto et al., 2004). Cambios en la morfologia de las espinas
dendriticas también se correlacionan con la formacion de la memoria en
diversas areas cerebrales, como el hipocampo, la corteza visual y la corteza
piriforme. Las modificaciones estructurales involucran la reorganizacion del
citoesqueleto, que a su vez conlleva un aumento en la polimerizacion de

actina, asimismo destacan los incrementos en el numero de contactos

57



sinapticos, asi como en el niUmero y forma de las espinas dendriticas (Knafo et
al., 2001; Lamprecht y LeDoux, 2004; Leuner et al., 2003; Ramirez-Amaya et
al., 1999; Sin et al., 2002). En relacion con lo anterior, se ha observado que
los filamentos de actina formados tras la induccion de LTP incrementan la
sintesis de PKM{, es decir, la polimerizacion de actina promueve la expresion
de PKMC (Kelly et al., 2007). Estas investigaciones sugieren que PKM({ se
encuentra estrechamente relacionada con los cambios estructurales que
subyacen al mantenimiento de fenémenos plasticos como la LTP y la memoria
de largo plazo. Nuestro estudio muestra que PKM{ es una proteina
fundamental que forma parte de los mecanismos necesarios para el
mantenimiento de la memoria de largo plazo del CAS, involucrando
probablemente cambios morfoldgicos asociados a la permanencia de los trazos

de memoria en la Cl.

Los cambios, incluso semanas después del aprendizaje, no son modificaciones
indelebles de la estructura sinaptica, ya que permanecen dependientes de la
actividad enzimatica, y asi, son capaces de experimentar alteraciones rapidas
y dinamicas, permitiendo la incorporacion de nuevas experiencias en los
circuitos neuronales. A éste respecto, la estructura y funcion de PKM provee
al sistema de un mecanismo molecular capaz de preservar el almacenamiento
de informacion a través de la sintesis de esta proteina cinasa que de manera
persistente ejerce sus acciones sobre sus sustratos. Hrabetova y Sacktor en
1996 observaron que los cambios en la eficiencia sinaptica se correlacionan
bidireccionalmente con los niveles de expresion de la proteina PKMC. Es decir,
durante la LTP se produce un aumento en la expresion de la cinasa, mientras
que, durante la LTD hay un decremento en los niveles de expresion de esta
proteina (Hrabetova y Sacktor, 1996). Los datos anteriores indican que los
cambios en la expresion de PKM{ obedecen a las demandas del sistema,
brindando un mecanismo flexible que permitiria la incorporacion de nueva

informacion en trazos de memoria previamente formados.

Las evidencias experimentales mencionadas, incluyendo las del presente

estudio, respaldan el papel que juega PKM{ en el mantenimiento de distintos
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fenomenos plasticos, incluso en distintas especies, como es el caso de
Drosophila melanogaster, Aplysia, asi como en roedores (Drier et al., 2002;
Bouge et al., 2009; Pastalkova et al., 2006), lo que podria sugerir un
mecanismo conservado evolutivamente para el almacenamiento de la

informacion.

PKMC y metaplasticidad

Como se menciond en lineas anteriores, la metaplasticidad es una forma de
plasticidad homeostatica que provoca cambios en la direccién o magnitud de
la expresion subsecuente de plasticidad sinaptica. Se ha observado la
presencia de éste fenomeno en diversas areas cerebrales involucradas con los
procesos de aprendizaje y memoria, tales como el hipocampo y la neocorteza
(Bear ,1996). La memoria de largo plazo coexiste con otras modificaciones
sinapticas de larga duracién, tales como la metaplasticidad. Dichas
modificaciones operan sobre amplias escalas temporales y son cruciales para

mantener la funcionalidad de las redes neuronales.

La segunda fase del presente estudio tuvo como objetivo examinar el papel
que juega PKMC en la interaccion metaplastica del CAS y la LTP en la via Bla-
Cl. En este sentido, observamos que la microinfusion del inhibidor de PKM{
(ZIP/10nM) en la CI 72 horas después de la adquisicion del CAS, revierte el
efecto metaplastico producido por el previo entrenamiento en el CAS sobre la
subsecuente induccion de LTP en la via Bla-Cl. Como se observa en los grupos
CAS+ZIP+LTP y PA+ZIP+LTP, al suprimir la memoria de largo plazo del CAS, se
permite la subsecuente expresion de LTP en la Cl, lo cual contrasta con el
grupo CAS+VEH+LTP, el cual fue microinfundido con el vehiculo y no presentd
LTP. Ademas, este cambio en la habilidad para inducir subsecuente
plasticidad sinaptica en la via Bla-Cl esta modulado por PKMZ. Previos estudios
de nuestro laboratorio han descrito que el efecto metaplastico que el CAS
produce sobre la subsecuente LTP en la Cl se mantienen por lo menos 120
horas después de concluida la fase conductual. A este respecto, nosotros
examinamos el papel de PKMC en la interaccion metaplastica del CAS y la LTP

120 horas después de la adquisicion del CAS. Por lo tanto, nuestros resultados
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muestran que PKMC juega un papel primordial en los mecanismos responsables

de la persistencia de dicho efecto metaplastico.

Entre los estudios que implican a PKM{ como parte de los mecanismos de la
metaplasticidad, se encuentra el descrito por Ling y colaboradores en el 2002,
en él se reporta que en registros de célula completa, la perfusion de PKMC
potencia la amplitud de las corrientes postsinapticas excitatorias mediadas
por los receptores ionotropicos a glutamato de tipo AMPA, lo cual impide la
subsecuente expresion de la LTP inducida por estimulacion de alta frecuencia
(Ling et al., 2002). Aunado a esta evidencias, se ha descrito que el nivel de
expresion de PKMC es regulado bidireccionalmente por la frecuencia de la
actividad aferente, es decir, existe un decremento en la expresion de PKMC
durante la LTD que se contrasta con su incremento prolongado durante la LTP
(Hrabetova y Sacktor, 1996), asi PKM{ podria ser un correlato molecular del
modelo BCM, el cual explica que la frecuencia de estimulacion es
directamente proporcional a la activacion de la postsinapsis, esto es, que a
frecuencias mas altas hay mayor activacion de la postsinapsis mientras que a

frecuencias mas bajas la activacion es menor (Bear, 1996).

Podemos concluir que el estudio de los mecanismos que subyacen a la
formacion de la memoria de largo plazo es una valiosa herramienta para
comprender como nuestras experiencias pasadas determinaran nuestras
futuras respuestas. En este proyecto mostramos que PKM{ es una proteina
esencial para la persistencia de fendmenos plasticos en areas neocorticales, y
que su actividad es crucial para modular la interaccion de dichos fenomenos

en una red neuronal.

Por lo tanto, PKM{ es una proteina que forma parte esencial de los
mecanismos celulares necesarios para la formacion de trazos perdurables de
memoria, asi como para la persistencia de fendmenos metaplasticos. Futuras
investigaciones son necesarias para dilucidar los mecanismos, que aunados a

la accidon de PKMZ, le permiten al sistema nervioso mantenerse en un estado
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de equilibrio, indispensable para mantener la funcionalidad de los procesos

mnémicos.

PKMC y el marcaje sinaptico

Como se menciond en lineas anteriores, la LTP es un fendomeno altamente
especifico, es decir que el cambio en la eficiencia sinaptica se produce
exclusivamente en las sinapsis que reciben la estimulacion capaz de generar
el fendmeno. Sin embargo, el cambio prolongado y especifico en la eficiencia
de la transmision sinaptica lleva a la siguiente pregunta: ;cémo pueden llegar
a las sinapsis apropiadas las proteinas que se han sintetizado en el cuerpo
celular de una neurona que, normalmente, posee miles de contactos
sinapticos? Una hipotesis aceptada para contestar esta pregunta es la
hipotesis del marcaje sinaptico (Synaptic tagging), propuesta por Frey y Morris
en 1997. Esta hipdtesis plantea que después de ser estimuladas, las sinapsis
crean una marca capaz de capturar las proteinas relacionadas con la
plasticidad (plasticity-related proteins, PRPs) de esta manera, nuevas
proteinas sintetizadas actGan de manera especifica en las sinapsis
previamente activadas (Frey y Morris, 1997). Se ha considerado que la marca
podria ser alguna molécula, o conjunto de ellas, presentes en las sinapsis
activas. Los candidatos propuestos son varios e incluyen: proteinas cinasas
tales como CaMKIl y PKA; incrementos en las moléculas de adhesion celular en
las sinapsis; alteraciones en el citoesqueleto, asi como la sintesis local de
proteinas (Martin y Kosik, 2002). Varios grupos de investigacion han
especulado que PKMC podria participar en el marcaje sinaptico debido a que
posee tres propiedades criticas: 1) la sintesis de PKM{ es dependiente de la
actividad (Osten et al., 1996); 2) la perfusion postsinaptica de esta proteina
es suficiente para incrementar la transmisién sinaptica modulada por el
receptor a glutamato de tipo AMPA (Ling et al., 2002) y 3) la inhibicion de la

cinasa revierte la fase tardia de la LTP (Serrano et al., 2005).
En concordancia con lo anterior, en el presente estudio observamos que PKM(

modifica la forma en que las neuronas responden a subsecuentes estimulos, lo

cual puede ser atribuido a la formacion de la “marca sinaptica” creada por
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dicha proteina. Nuestros resultados sugieren que el marcaje sinaptico
formado por PKM contribuye a la expresion de metaplasticidad en las sinapsis
previamente activadas. De esta manera, la actividad persistente de PKM(
contribuye al mantenimiento de las modificaciones activo-dependientes
experimentadas por la sinapsis, proporcionando especificidad a la via

estimulada.

Papel de CaMKIl en la persistencia de fendmenos plasticos

En los ultimos anos se ha logrado un gran avance en dilucidar los procesos
involucrados en el mantenimiento de la memoria de largo plazo. Como
observamos en el presente estudio, PKMC es una proteina fundamental para la
persistencia de fenémenos plasticos, sin embargo, existe basta evidencia que
implica a la calcio-calmodulina cinasa tipo Il (CaMKIl) en la permanencia tanto
de la LTP como de la memoria. CaMKIl es una enzima activada por Ca?",
constituye una familia de 28 isoformas derivadas de 4 genes (Soderling et al.,
2001). La proteina CaMKIl esta formada por un dominio catalitico que
contiene un sitio de union con el sustrato, y por un dominio regulador que
contiene un sitio de autofosforilacion (Treonina 286), esto le da la capacidad
de estar activa aun en ausencia de Ca?” ( Rich y Schulman., 1998; Lisman,
1994., Lisman y Zhabotinsky., 2001). En concordancia con lo anterior, durante
la LTP hay un incremento en la autofosforilacion de CaMKIl hasta por 8 horas
después de la induccion (Fukunaga et al., 1993; Barria et al., 1997). También
se ha reportado que al aumentar los niveles de CaMKIl en la postsinapsis hay
un incremento en la eficiencia sinaptica (Lledo et al., 1995). En este mismo
sentido, tras la inhibicion de CaMKIl se produce un bloqueo de la fase de
mantenimiento de la LTP, asi como una deficiencia en la adquisicion,
consolidacion y mantenimiento de la memoria de largo plazo (Sanhueza et al.,
2007; Frankland et al., 2001; Cao et al., 2008; Miller et al., 2002; Camarota et
al., 2002; Wan et al., 2010).

Esta serie de investigaciones subrayan la importancia de CaMKIl como un
modulador de la formacion y permanencia de la memoria, por lo que es
probable que esta proteina forme asimismo parte de la sefalizacion asociada

a la expresion de metaplasticidad.
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Implicaciones.

La participacion de PKMZ en el almacenamiento de la informacion en distintas
regiones cerebrales puede tener implicaciones clinicas en diferentes
patologias, en las cuales se considera que hay una retencion anomala de la
memoria, tales como el desorden de estrés postraumatico (Serrano et al.,
2008). En este sentido, el empleo de modelos animales, han mostrado que
PKM( participa en la persistencia de la memoria asociada a un evento
traumatico, implicando la activacion de diversas areas cerebrales tales como
el hipocampo y la corteza insular (Cohen et al., 2010). En consecuencia,
estudiar el papel de PKM{ en el mantenimiento de diversos fenomenos
plasticos trae como resultado el planteamiento de nuevas estrategias
farmacologicas para el tratamiento de distintos trastornos que podrian estar

reflejando un incremento en la activacion de diferentes redes neuronales.
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Conclusiones

Los resultados derivados del presente estudio muestran que la
administracion del inhibidor de la proteina PKMZ, ZIP, en la Cl suprime

la memoria de largo plazo del CAS.

Asimismo, corroboramos los datos obtenidos con anterioridad en
nuestro laboratorio, donde el previo entrenamiento en el CAS modifica
la posibilidad de inducir subsecuente LTP en la corteza insular en ratas

adultas in vivo.

Aunado a lo anterior, el presente estudio reveld que la inhibicion de
PKMC previene el efecto metaplastico producido por el entrenamiento
en el CAS sobre la subsecuente induccién de LTP en la via de
comunicacion que va del nucleo basolateral amigdalino a la corteza

insular.
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