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1. RESUMEN

La metaplasticidad es un proceso homeostatico mediante el cual la capacidad de las
sinapsis para expresar cambios plasticos esta sujeta a variaciones dependiendo de la
experiencia previa. En particular, el entrenamiento en tareas conductuales modifica la
posibilidad de inducir potenciacion de largo plazo (LTP). Recientemente, hemos
reportado que el entrenamiento previo en el condicionamiento de aversion a los
sabores (CAS) impide la subsecuente induccion de LTP generada por estimulacion de
alta frecuencia en la proyeccion que va del nucleo basolateral amigdalino (BLA) a la
corteza insular (Cl). Un regulador clave de las modificaciones sinapticas de larga
duracion relacionadas con el aprendizaje y el mantenimiento de la memoria es el factor
neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF). Estudios previos en nuestro laboratorio han
demostrado que la microinfusion aguda de BDNF en la Cl induce una potenciacion
duradera de la eficiencia sinaptica en la proyeccién Bla-Cl. De tal manera, el objetivo
del presente trabajo fue analizar si el entrenamiento en el CAS modifica la capacidad
de inducir subsecuente LTP inducida por BDNF en la proyeccion Bla-Cl in vivo. Por lo
tanto, ratas entrenadas en el CAS recibieron unamicroinfusion intracortical de BDNF
con el fin de inducir LTP 48 h posteriores a la prueba de aversion. Nuestros resultados
indican que el entrenamiento en el CAS impide la induccién de LTP generada por
BDNF en la Cl, sugiriendo que los cambios metaplasticos en la Cl contribuyen a la

formacion y persistencia de los recuerdos aversivos.

2. INTRODUCCION

Los organismos se encuentran expuestos a constantes cambios originados por el
ambiente que les rodea, y la memoria es una de las estrategias que poseen para hacer
frente al entorno variable y sobrevivir. La expresion de conductas que les permitan lidiar
con el cambio dependera de la informacion que hayan adquirido previamente gracias a
la experiencia. Ejemplo de ello es la capacidad de las células del sistema nervioso (SN)
para adaptarse al cambio, modificando su estructura y funcionamiento en respuesta a
la interaccion del organismo con el entorno variable. Esta propiedad de las células
nerviosas es conocida con el nombre de plasticidad sinaptica, la cual se define como
los cambios en las propiedades sinapticas dependientes de la actividad y es
considerada como la base de fendmenos adaptativos como el aprendizaje y la memoria
(Milner et al., 1998; Bear et al., 2001; Citri et al., 2008).



En 1984 Ramédn y Cajal propuso que la memoria podria almacenarse a través de
cambios anatomicos producidos por modificaciones en la fortaleza de la transmision
sinaptica; mas tarde Donald Hebb propuso que las conexiones sinapticas pueden
fortalecerse cuando las neuronas presinapticas y postsinapticas son activadas
simultaneamente (citado por Kandel, 2001).

Las modificaciones en la eficiencia sinaptica por periodos prolongados y las
modificaciones estructurales dependientes de la actividad, tienen especial relevancia
para el estudio del aprendizaje y la memoria debido a que representan las bases
celulares y moleculares de dichos fendmenos (Malenka et al., 2004). Un trazo de
memoria es formado a partir de cambios en la transmision sinaptica que permiten el
fortalecimiento de las redes neuronales, ejemplo de ello es el modelo celular
ampliamente relacionado con los procesos que subyacen a la retencion de informacién
en el cerebro por tiempo prolongado, conocido como potenciacion de largo plazo (LTP,
por sus siglas en inglés)(Malenka et al., 2004). La LTP fue inicialmente descrita en el
hipocampo, sin embargo, a pesar de que el estudio de este fendbmeno en la neocorteza
ha representado una complejidad mayor, existen diversos trabajos que respaldan su
ocurrencia en dicha region (Komatsu et al., 1988; Hirsch et al., 1990; Lee et al., 1991;
Rioult-Pedotti et al., 2000; Artola, 2002; Ying et al., 2002; Escobar et al., 2003; Rex et
al., 2007). En 1998, Escobar y colaboradores lograron inducir potenciacion de largo
plazo en la corteza insular (Cl), especificamente en la via que va del nucleo basolateral
de la amigdala (Bla) a la regiénagranular de la Cl en la neocorteza (Escobar et al.,
1998a). Esta via se encuentra involucrada en la adquisicion y almacenamiento de
tareas aversivas como el condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) un
paradigma ampliamente utilizado para el estudio de procesos de aprendizaje y
memoria que implica supervivencia y adaptacion de las especies.

A pesar de los contantes cambios que experimentan los circuitos neuronales, el
SN posee la capacidad de mantener la actividad neuronal en un rango funcional a
través de un mecanismo de retroalimentacién negativa que es capaz de mantener los
cambios en la transmisién sinaptica sin que el sistema sufra un estado de saturacién o
quiescencia. Tal mecanismo es conocido como plasticidad homeostatica, y es un tipo
de plasticidad no hebbiana (Nelson y Turrigiano, 2008).

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 (Nelson y Turrigiano, 2008). En un estudio reciente llevado a cabo en nuestro
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laboratorio se observd que el entrenamiento previo en el CAS impide la induccién de
potenciacion de largo plazo, generada por estimulacion de alta frecuencia en la via Bla-
Cl (Rodriguez-Duran et al., 2011).

Investigaciones acerca de los mecanismos moleculares que permiten el
aprendizaje y la memoria han revelado que entre los diversos actores que participan en
la modulacion del fortalecimiento sinaptico,un grupo de proteinas denominadas
neutrotrofinas poseen la capacidad de inducir modificaciones de larga duracién (Je et
al.,, 2006; Lu et al., 2005; Messaoudi et al.,, 2002). En el sistema nervioso las
neurotrofinas se encuentran expresadas predominantemente en la neocorteza y el
hipocampo(Kolarow et al.,2007; Lu et al., 2005). Actualmente se sabe que sus niveles
de secrecidn son regulados por la actividad sinaptica y que ejercen sus acciones en la
eficiencia de la comunicacion de las sinapsis tanto en las células presinapticas como en
las postsinapticas (Kolarow et al.,2007; Lu et al., 2005). La investigacion realizada
durante las dos décadas pasadas ha revelado que las neurotrofinas regulan casi todos
los aspectos del desarrollo de circuitos neuronales y su funcionamiento, incluyendo la
proliferacion y diferenciacion, el crecimiento axonal y dendritico, asi como la plasticidad
sinaptica (Park et al., 2013).Estudios previos en nuestro laboratorio reportan que la
infusion aguda del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF por sus siglas en
inglés) en la corteza insular induce un fenomeno similar a la LTP en la proyeccion Bla-
Cl, en ausencia de estimulacién de alta frecuencia (Escobar et al., 2003).

Si el CAS es capaz de generar cambios plasticos en la proyeccién Bla-Cl
similares a los inducidos por la LTP, de tal forma que se modifica el umbral para la
generacion de subsecuente plasticidad sinaptica en la via, manteniéndola en un estado
homeostatico, squé efecto tendria dicha tarea conductual sobre la modulacién del
fortalecimiento sinaptico generada por BDNF? El presente trabajo tuvo como obijetivo
responder a esta pregunta analizando la influencia del entrenamiento en el CAS sobre
la subsecuente induccion de LTP generada por la microinfusion aguda de BDNF en la

Cl de ratas adultas in vivo.

3. ANTECEDENTES

El estudio de las bases celulares y moleculares que subyacen al aprendizaje y la

memoria ha sido uno de los objetivos de la neurociencia cognitiva durante las ultimas



décadas, gracias a esto se han logrado dilucidar algunos de los mecanismos que
participan en el fortalecimiento de las conexiones sinapticas y, en consecuencia, en el
almacenamiento de informacion (Lynch, 2004).

El aprendizaje se puede definir como el proceso mediante el cual un organismo
adquiere informacion, y la memoria como el proceso que permite almacenar esta
informacion. Este proceso se puede dividir en las siguientes fases: adquisicion,
consolidacion, evocacion y extincion. Por su duracién se puede dividir en corto y largo
plazo, mientras que por el tipo de informacién que se almacena, la memoria de largo
plazo se puede dividir en declarativa o explicita (memoria de hechos y eventos) y no
declarativa o implicita (memoria de procedimiento) (Bear et al., 2001; Milner et al.,
1998).

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
(Lisman et al., 2001; Shema et al., 2007; Bekinschtein et al., 2007; Bekinschtein et al.,
2008; Shema et al., 2009; Sanhueza et al., 2013).

3.1. La potenciacion de largo plazo (LTP)

Una de las caracteristicas mas notables del cerebro es su capacidad para almacenar
grandes cantidades de informacién. La memoria se ve reflejada en la capacidad de las
neuronas para modular las respuestas evocadas por un estimulo y para reactivar una
respuesta en ausencia del estimulo que lo provoca (Eichenbaum, 1996).

A principios del siglo pasado Santiago Ramén y Cajal propuso que los cambios en
la fuerza de las conexiones sinapticas son un mecanismo que subyace al aprendizaje y
la memoria, idea que en 1949 Donald Hebb integré en su modelo sinaptico que postula
que cuando “el axén de una célula A esta suficientemente cerca para excitar a una
célula B y repetida o persistentemente toma parte de su activacion, algun cambio
metabdlico o estructural tiene lugar en alguna de las dos células, de modo que la
eficacia en A para activar a B incrementa” (Hebb, 1949) (En la figura 1 se muestra una
representacion del principio de Hebb en una sinapsisglutamatérgica). Sin embargo, no
fue hasta el descubrimiento de la potenciacion de largo plazo (Bliss et al., 1973; Lamo,

1966) que existié evidencia experimental que apoyara tales propuestas.
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Figura 1. Principio de Hebb. Esquema representativo del principio de Hebb en una
sinapsis glutamatérgica. En el esquema se representan un par de neuronas activas (verde)
o inactivas (negro). En los dos primeros incisosse observa que la activacion no coincidente
de las neuronas no permite la generacion de un cambio en la eficiencia sinaptica (en este
caso LTP). En el inciso tres se muestra que la activacién coincidente de las neuronas
permite un cambio en la eficiencia sinaptica (la eficiencia de A para activar a B incrementa).
LTP: Potenciacién de largo plazo, Mgz+: Magnesio, NMDA: N-metil-D-aspartato.(Modificado
de Jones, 2013).

A finales de los afios 1960 y principios de la década de los 1970's, Bliss y Lemo
realizaron una serie de experimentos describiendo que trenes breves de estimulacion
de alta frecuencia aplicados en la proyeccion que va de la via perforante al giro
dentado en el hipocampo de conejos, causaban un incremento en la fortaleza de las
conexiones sinapticas (Lemo, 1966; Bliss et al., 1973; Bliss et al., 1973). Dicho
fendmeno se conoce comopotenciacion de largo plazo (figura 2), el cual es definido en

la actualidad como un incremento de larga duracién en la eficiencia sinaptica
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dependiente de la actividad (Abraham, 2008). Hoy en dia se conoce que es posible
inducir LTP en practicamente todas las areas del SN (Abraham, 2008; Citri et al., 2008),
ademas de presentarse en diversas especies de animales, como en conejos, gatos,
ratas,ratones, invertebrados e incluso en humanos (Roberts et al., 2003; Kitagawa et
al., 2004; Muller et al., 2007; Abraham, 2008; Citri et al., 2008; Dringenberg et al., 2008;
Otsubo et al., 2008).
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Figura 2. Ejemplo de potenciacién de largo plazo. La gréfica muestra la pendiente de los
potenciales post-sinapticos excitatorios (PPSE) del area CA1 hipocampal antes (1) y
después (2) de la estimulacion de alta frecuencia (flecha: 100 Hz/1s) en el area CA3 del
hipocampo. Los trazos en la parte superior muestran un incremento en la amplitud de los
PPSEs después de la aplicacién de los trenes (escala: 0.5 mV, 10ms; modificado de Citriet
al., 2008).

Inicialmente la LTP fue reportada en el hipocampo, desde entonces se ha
encontrado que dicho fendbmeno no es particular de una via ni tampoco de una sola
area del sistema nervioso central (SNC); por ejemplo, en el hipocampo ademas del
patrén perforante (Bliss et al.,1973) el fendbmeno se ha reportado en las colaterales de
Schaffer (Wang et al.,1996; Abraham et al.,1997) y en las fibras musgosas (Derrik et
al.,1991; Nicollet al., 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-estriatal (Calabresi et al., 2000), y varias
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regiones de la neocorteza (Artola et al., 1990; Tsumoto, 1992; Bear et al., 1993;
Escobar et al., 1998a).

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 formacién de la memoria. Es claro que la LTP puede presentarse en muchas
sinapsis del sistema nervioso. Mientras que numerosas formas de LTP involucran la
activaciéon de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), estos no siempre son
requeridos (Escobar et al., 1997). Ademas, los mecanismos implicados en la induccion
de la LTP difieren en funcién de la estructura cerebral estimulada. Por lo tanto, se
considera que la potenciacion de largo plazo de la transmisidn sinaptica excitatoria es
una propiedad intrinseca de las redes neuronales, que utilizan distintos mecanismos de
induccion y posiblemente de expresién en diferentes poblaciones sinapticas (Malenka y
Bear, 2004; Escobar et al., 2007).

3.1.1. Caracteristicas generales de la LTP

Ademas de su persistencia en el tiempo, la LTP posee caracteristicas que la convierten
en el principal fendmeno para explicar los eventos que a nivel celular y molecular
subyacen a la plasticidad sinaptica relacionada con la memoria. Estas caracteristicas
son: la especificidad, la cooperatividad y la asociatividad (Bailey et al., 2000) (Figura 3).
La especificidad se refiere a que unicamente 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 generar
la LTP. Finalmente, la asociatividad se presenta cuando la actividad de una aferencia lo
suficientemente fuerte como para presentar LTP, puede ayudar a generar tal fendmeno
en sinapsis débiles (incapaces de generar LTP por si mismas), siempre y cuando la
actividad de las dos aferencias ocurra simultdneamente (Malenkaet al., 1993; Malenka,
2003). La relacién de este fendmeno con el procesamiento de informacion ha sido
extensamente estudiada en el hipocampo y otras regiones del sistema nervioso central
(SNC). Algunos de los puntos que hacen pensar a los investigadores que la LTP
constituye el mecanismo que subyace a los procesos de aprendizaje y memoria son:
que la LTP opera en las redes de neuronas involucradas en los procesos de

aprendizaje y memoria (hipocampo, amigdala, neocorteza etc.), la duracion prolongada
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del fendmenoasi comosu funcionamiento acorde al postulado de Hebb (Martinez et al.,
1996).

Cooperatividad Especificidad Asociatividad
Input Input Input Inactivao (l) (D)
Débil (D) ‘“ Fuerte (F)
» Input Activo (A) ) (F)
B ——|

/ [/ ey WS _f\
® e @ O
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Figura 3. Caracteristicas de la potenciacion de largo plazo. Esquema representativo de
las caracteristicas de la LTP.La cooperatividad, caracteristica de la LTP que se manifiesta
por un fuerte requerimiento en la actividad simultanea de las fibras presinapticas, de tal
forma que se logre el estimulo necesario para generar la potenciacion (en rojo se
representan las fibras aferentes: una fibra indicauna estimulacién débil, mientras que cuatro
fibras significan una estimulacion fuerte). La especificidad, en la que Unicamente aquellas
fibras que fueron activadas por el estimulo de alta frecuencia van a presentar modificaciones
en la respuesta sinaptica(en rojo se muestran las fibras aferentes que fueron activadas
especificamente tras la estimulacion y en gris, las fibrade una via paralela que no fue
estimulada). Asociatividad, la cual se presenta cuando la actividad de una aferencia lo
suficientemente fuerte como para inducir LTP, puede ayudar a generar tal fendmeno en
sinapsis débiles (incapaces de generar LTP por si mismas), siempre y cuando la actividad
de las dos aferencias ocurra simultaneamente (en rojo fibras aferentes capaces de generar
LTP). Las inflexiones representan un potencial postsinapticoexcitatorio antes y después de
una estimulacién(Modificado de Malenka, 2003).

3.1.2. Mecanismos moleculares de la LTP

Entre los mecanismos moleculares que subyacen a la LTP se ha descrito la
participacion del neurotransmisor excitador glutamato. El glutamato activa a los
receptores 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 ionotrépicos
NMDA también son activados por glutamato, pero éstos poseen un bloqueo de
magnesio en el poro del canal, el cual es liberado cuando la membrana es
despolarizada. Esto otorga a los receptores NMDA la propiedad de funcionar como
detectores asociativos, ya que se activan soélo cuando coinciden la actividad de la

célula presinapticay la despolarizacion de la membrana en la célula
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postsinaptica(Malenkay Bear, 2004).Los receptores NMDA tienen la caracteristica de
que al ser activados ademas de sodio, permiten la entrada de calcio al interior de la
célula (Jahret al., 1987; Ascheret al., 1988).El incremento en las concentraciones de
calcio desencadenado por la induccidn de LTP conlleva a la activacion de la proteina
citosdlica llamada calmodulina, que funciona como una sefial al activar distintas vias de
traduccion en el interior de la célula, haciendo posible el mantenimiento del incremento
en la eficiencia sinaptica por tiempos prolongados (Malenkay Bear, 2004). Se ha
observado que un mecanismo importante en la generacion de la LTP, es la activacion
de varias proteinas cinasas (las cuales se caracterizan por transferir un grupo fosfato a
sus substratos). Entre estas cinasas destaca la actividad de la calcio calmodulinacinasa
de tipo Il (CaMK-Il), la cual fosforila a los receptores AMPA y NMDA (Sanhueza et al.,
2013). Destaca asimismo la actividad de las tirosinas cinasas (Trk). Tanto la CaMK-II
como las Trk, se han visto involucradas con la produccion y activacion de mensajeros
retrogrados, los cuales permiten la liberacion de mas neurotransmisor en la presinapsis
(figura 4) (Malenkay Bear, 2004).

Entre los mecanismos que se han visto involucrados en el mantenimiento de la
LTP por periodos prolongados se encuentran la sintesis de proteinas asi como, las
modificaciones estructurales que dan origen a nuevos contactos sinapticos (Lamprecht
y LeDoux, 2004). Una de las cascadas involucradas en la sintesis de proteinas es la
que tiene lugar tras la activacion de la proteina cinasa A (PKA). La unidad catalitica de
esta proteina transloca al nucleo y una vez en el interior activa al factor de transcripcion
CREB (proteina de unién al elemento responsivo al AMPc), que regula la transcripcion
de genes. La LTP tardia se ha visto involucrada en la produccion de proteinas de
adhesion celular, asi como la polimerizacion de actina, responsables de las
modificaciones estructurales y formacion de nuevos contactos sinapticos (Kelleher et
al., 2004).Asimismo, la proteina cinasa C (PKC), la cual es activada por calcio y
diacilglicerol, ha sido involucrada en los fendbmenos de plasticidad sinaptica como la
LTP (Taattola, 2004; Yang et al., 2004;Moriguchi et al., 2006). Uno de los sustratos de
esta cinasa es la subunidad del receptor AMPA GIuR1, la cual al ser fosforilada
promueve la incorporacion de dicha subunidad a la sinapsis (Boehm et al., 2006). Por
otro lado, se ha demostrado que el mantenimiento de la LTP durante periodos
mayoresa una hora es dependiente de sintesis de proteinas. Si se bloquea tanto la
transcripcion de ARN mensajero (ARNm) como la traduccion de nuevas proteinas, la
LTP decae después de una hora. Sin embargo, si el bloqueo se realiza una 0 mas

13



horas después de la inducciéon de potenciacion, la LTPpermanece inalterada, lo cual
pone de manifiesto que la sintesis de nuevas proteinas es necesaria parala
persistencia de la LTP en periodos determinados (Wells y Fallon, 2000).Es pertinente
mencionar que la sintesis de proteinas no solo se lleva a cabo en los ribosomas que se
encuentran en la proximidad del nucleo (en el reticulo endoplasmico rugoso), sino que
ademas tiene lugar en las dendritas que cuentan con la maquinaria necesaria para la
traduccion de nuevas proteinas (Engert y Bonhoeffer, 1999; Toni et al., 1999; Wells y
Fallon, 2000; Malenka y Bear, 2004; Citri y Malenka, 2008). Estas nuevas proteinas
mantienen en un nivel 6ptimo la actividad molecular necesaria para sostener los
cambios en la eficiencia sinaptica, ademas de promover cambios morfolégicos en las

espinas dendriticas (Engert y Bonhoeffer, 1999; Toni et al., 1999)
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Figura 4. Mecanismos moleculares que subyacen a la LTP. Se distinguen dos fases: la
fase de corto plazo o fase temprana de la LTP, que requiere de la activacion de proteinas
existentes que favorecen la comunicacion sinaptica haciéndola mas eficiente (por ejemplo
CaMKIV, PKC, CaMKIll) y la fase tardia de la LTP en la cual, los elementos fundamentales
son la sintesis proteica (por ejemplo BDNF y subunidades de receptores) y la formacion de
nuevos contactos sinapticos. rAMPA: receptor a glutamato acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol propionico; rNMDA: receptor a glutamato N-metil-D-aspartato; PKC: proteina
cinasa dependiente de calcio; CaMKIIl: proteina calcio calmodulinacinasa II; AMPc:
adenosinmonofosfato ciclico; PKA: proteina cinasa dependiente de AMP ciclico; CaMKIV:
proteina calcio calmodulinacinasa 1V; CREB: factor de transcripcion (proteina de union al
elemento responsivo de AMP ciclico); CRE: elementos responsivos al AMP ciclico
(Modificado de Milner et al., 1998).

En estudios recientes se ha remarcado la importancia de los factores

neurotréficos en la LTP. Por ejemplo, se ha observado que la expresion de los genes

que codifican los factores de crecimiento BDNF, NGF y NT-3 aumenta tras la induccién
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de la LTP (Bramham et al. 1996; Morimoto et al. 1998). El aumento de la transcripcién
de genes que codifican factores de crecimiento, asi como moléculas de adhesién
celular podria constituir la conexion entre el incremento en la eficacia sinaptica y las
modificaciones estructurales de los sitios sinapticos que se han observado tras la
induccion de LTP (De Roo et al. 2008).

3.1.3. LTP en la neocorteza

La LTP fue inicialmente descrita en el hipocampo, una estructura implicada en diversas
formas de aprendizaje y memoria. Sin embargo, la neocorteza es considerada la region
en la que se almacena la memoria de largo plazo (Bear et al., 2001). Adicionalmente,
se considera que dicho fendmeno es un factor clave para el desarrollo dependiente de
la actividad en los circuitos neocorticales (An et al., 2012), por lo que el estudio de la
LTP en la neocorteza resulta de gran interés para el campo de la neurociencia
cognitiva. No obstante, los trabajos encaminados al estudio de la LTP en dicha region,
han enfrentado una complejidad mayor. Los trabajos realizados en estearea han
utilizado una extensa variedad de protocolos de estimulacion, que pueden incluir una
reduccion de la inhibicion modulada por el receptor al acido y-aminobutirico(GABA)
(KanteryHaberly, 1993), o la utilizacién de inyecciones de corriente en el cuerpo celular,
para generar potenciales de accibn en reversa que permitan la
depolarizacidonpostsinaptica necesaria para inducir LTP (Feldman, 2012). Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que la LTP in vivo en la corteza somatosensorial del
raton se puede generar en ausencia de dichas espigas somaticas, requiriendo en lugar
de ello, la generacion de depolarizaciones dendriticas locales de larga duracion
(Gambino et al., 2014). Estas evidencias nos muestran un panorama general de la gran
complejidad que han debido enfrentar diversos investigadores para la induccién de la
LTP en la neocorteza. Otro ejemplo de tal complejidad es el caso de la corteza visual
del gato, en la que parece existir una correlacion entre la edad y la capacidad de inducir
LTP (Bear et al., 1993; Kirkwood et al., 1995), ademas de la necesidad de ampliar el
rango de frecuencia y el numero de estimulaciones tetanicas para producir el
fendmeno. Entre las areas neocorticales que se ha reportado que presentan el
fenomeno de LTP se encuentran la corteza primaria visual del gato (Komatsu et al.,
1988), de la rata (Artola et al., 1990) y del raton (Jiang et al., 2007),la corteza auditiva

del ratén (Chun et al., 2013), la corteza de barriles en la rata (An et al., 2012; Barros-
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Zulaica et al., 2014), la corteza somatosensorial del gato (Lee et al., 1991), de la rata
(Feldman, 2000) y del raton (Gambino et al., 2014),la corteza cingulada anterior del
raton (Chen et al., 2014),la corteza prefrontal de la rata (HirschyCrepel, 1990; Shen y
Kalivas, 2013) y del ratén (Ruan et al., 2014), la corteza prefrontalinfralimbilca del raton
(Marek et al., 2011), la corteza piriforme anterior de la rata (Morrison et al., 2013), la
corteza entorrinal de la rata (Quinlan et al.,2004), la corteza somatosensorial y motora
de rata (Rioult-Pedotti et al., 2000), la cortezamotora en el humano, a través de
estimulacion magnética transcraneal (Naro et al., 2014) y la corteza insular de la rata,
especificamente en la via que va del nucleo basolateral amigdalino a la zona agranular

de la corteza insular (Escobar et al.,1998a; Jones et al.,1999).

3.2. La corteza insular y la via gustativa

La Cl es el relevo final de la via gustativa. Los vertebrados detectamos los sabores por
medio de la activacion de células quimioreceptoras las cuales responden a moléculas o
iones que estan disueltos en la saliva. Estas células, junto con células basales y de
soporte forman las yemas gustativas. Las yemas gustativas son consideradas los
organos sensoriales del sentido del gusto. Tanto en el humano como en la rata, la
ubicacidon de las yemas gustativas dentro de la cavidad oral se observa en pequefias
protuberancias del epitelio de la lengua denominadas papilas. Por su forma, se pueden
distinguir tres tipos de papilas gustativasdistribuidas en la lengua: circunvaladas,
foliadas y fungiformes. Es relevante mencionar que tanto el paladar como la faringe,
epiglotis y parte superior del eséfago presentan yemas gustativas pero solo las yemas
que se encuentran en la lengua estan agrupadas en papilas (figura 5) (Bear, 1996).

Los pares craneales VIl (facial), IX (glosofaringeo), y X (vago) llevan informacion
de las yemas gustativas (figura 5). El nervio facial lleva informacion de las papilas
fungiformes que se encuentran en la parte anterior de la lengua, asi como de las yemas
gustativas localizadas en el paladar y en el conducto nasoincisor. EI nervio
glosofaringeo lleva informacion de las papilas foliadas y circunvaladas que se
encuentran en la parte posterior de la lengua, mientras que el nervio vago lleva
informacion de las yemas gustativas de la epiglotis laringe y eso6fago. Por otra parte, el
nervio trigémino inerva la periferia de las yemas gustativas y transmite informacién
somatosensorial, textura y temperatura de los alimentos (Reutter et al., 1993). Los tres

nervios, facial, glosofaringeo y vago, hacen sinapsis en el nucleo del tracto solitario.
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Después de dicho relevo las diferencias entre el sistema gustativo de los humanos y de
las ratas se hacen evidentes. En las ratas, el segundo relevo de la via gustativa se
encuentra en el nucleo parabraqueal del puente, en lo que se ha denominado como
area gustativa del puente (Norgren et al, 1971). Una vez ahi se reconocen dos rutas: la
primera se proyecta hacia estructuras ventrales del cerebro basal como la amigdala, la
zona ventral del hipocampo, y la sustancia innominada mientras que la segunda se
proyecta hacia el complejo ventrobasal del talamo, el cual se comunica con la
Clagranular(Gerfen et al., 1979). En el humano las fibras eferentes provenientes del
nucleo del tracto solitario se proyectan rostralmente hacia el nucleo parabraqueal del
puente, pero no hacen sinapsis hasta el nucleo ventroposteromedial del talamo en su
division parvocelular(Norgren et al., 1973), que a su vez envia sus eferencias a la
insula anterior y al operculum frontal, por lo cual estas dos zonas son consideradas
como la corteza gustativa primaria en los humanos (Pritchard et al., 1986; Kinomura et
al., 1994).

Figura 5. La anatomia del sabor y la via gustativa en la rata. En la figura de la izquierda
se observa la distribucion de las tres clases de papilas gustativas (circunvaladas, foliadas y
fungiformes), sefialadas también en el panel inferior derecho en la imagen de fluorescencia.
Las papilas gustativas en la lengua y el paladar son inervadas por tres nervios aferentes: la
cuerda del timpano (chordatympani), el petroso mayor superficial (greater superficial

Soft palate

Circumvallate

Foliate

AP
/Fungilorm

Chorda tympani

petrosal) y el glosofaringeo (glossopharyngeal), en donde la informacién gustativa es
conducida hasta su relevo final en la corteza insular o gustativa (gustcortex). El panel
derecho muestra un esquema de la via gustativa de la rata. (Abreviaturas: VII, nervio facial;
IX, nervio glosofaringeo; X, nervio vago; NHS, nucleo del tracto solitario; NPB, nucleo
parabranquial del puente; NVPM, nucleo ventroposteromedial del talamo; Cl, corteza insular;
Sl, sustancia innominada; HL, hipotalamo lateral; Am amigdala) (Yarmolinsky et al., 2009;
Modificado de Bear et al., 2001)

Es importante sefalar que el nucleo del tracto solitario recibe aferencias del area
hepatica del vago, asi como sefales del area postrema a través del torrente sanguineo,

estas vias son importantes, ya que transmiten informacion relacionada con irritaciéon por
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intoxicaciéon gastrica a la Cl(Yamamoto et al., 1992). Por ejemplo, un estudio
electrofisiologico demostro la activacion de la Cl cinco minutos después de la inyeccion
de LiCl(Weiner et al., 1994). También es importante considerar las conexiones
reciprocas entre la Cl y la amigdala, esta ultima relacionada con tareas aversivas como
el condicionamiento al miedo y la prevencion pasiva, asi como con respuestas
emocionales como el miedo y la agresion (McGaugh et al., 1990; LeDoux, 1993).

El CAS es una tarea de aprendizaje que requiere la formacion de un trazo de
memoria aversiva mediante la asociacion de dos estimulos que son relacionados en la
Cl. En primer lugar se encuentra el estimulo gustativo, el cual activa lavia gustativa
hasta su relevo final en la Cl para la formacién del trazo de memoria gustativa de tipo
"seguro". En segundo lugar se encuentra el estimulo aversivo, el cual activa a la Cl a
través de la amigdala para la formacion de un trazo de memoria gustativa de tipo
"aversivo" (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005). Para la formacién
del trazo de memoria gustativa de tipo seguro, se ha propuesto que el estimulo
gustativo incrementa los niveles de acetilcolina en la Cl, proveniente dela conexion de
esta corteza con el nucleo basalismagnocelularis(Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-
Rattoni et al., 2005).La acetilcolina activa a receptores de tipo muscarinicos en la Cl,
los cuales promueven la activacion de la PKC, la cual tiene injerencia en la modulacion
de los receptores NMDA vy en la activacién de otras cinasas como ERK(Bermudez-
Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005). Por otro lado, para la formacion del trazo
de memoria gustativa de tipo aversivo, se ha observado que el malestar gastrico
incrementa los niveles de glutamato en la Cl debido a la activacién de la via amigdalo-
cortical, lo cual promueve la entrada de calcio al interior de las neuronas en dicha
corteza, iniciando cambios plasticos dependientes de la actividad(Bermudez-Rattoni,
2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005). Actualmente, se considera que la conjuncion de
los mecanismos del trazo gustativo y del trazo aversivo en la Cl activan diferentes
proteinas relacionadas con la plasticidad como la misma PKC o la PKA, que son parte
de una cadena molecular que culmina con la activacion de genes de expresion
temprana como CREB, los cuales promueven la sintesis de nuevas proteinas
relacionadas con el mantenimiento de la memoria del CAS (Yasoshima et al., 2000;
Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005). De manera interesante,
diversas proteinas que se encuentran relacionadas con la formacion y el mantenimiento

del CAS se encuentran también relacionadas con la expresion de la LTP en la Cl, lo
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cual sugiere una coincidencia de mecanismos entre estos dos fendmenos (Escobar et
al., 1998a; Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000; Escobar et al., 2002)

3.3. El condicionamiento de aversion a los sabores (CAS)

La supervivencia de un organismo esta basada entre otras cosas en la capacidad de
aprender y recordar que un alimento ingerido fue seguido de un malestar, anticipando
de esta forma el potencial dafino de cualquier alimento que tenga atributos similares y
evitando su consumo. John Garcia describié por primera vez que las ratas desarrollan
aversion a soluciones con sabor dulce cuando éstas son seguidas por la aplicacion de
rayos gamma (Garcia et al., 1955). En posteriores experimentos del mismo grupo de
investigacion, el estimulo aversivo utilizado fue el cloruro de litio (LiCl). En este sentido,
Garcia y Koelling en 1966 demostraron que una solucién con sabor se asocia mas
facilmente a la induccién de nausea que a la aplicacién de choques eléctricos en las
patas, lo cual nos muestra que en este condicionamiento, donde el estimulo
condicionado es el sabor, es importante que el estimulo aversivo sea de tipo visceral
(Garcia y Koelling, 1966). A esta conducta de rechazo basada en el aprendizaje se le
llamé condicionamiento de aversion a los sabores o CAS (figura 6). EI CAS es un tipo
de condicionamiento clasico, donde el sabor sirve como estimulo condicionado y el
malestar gastrico como estimulo incondicionado, de modo que un estimulo gustativo
adquiere la capacidad de inducir una respuesta condicionada. Los animales pueden
aprender el CAS si la soluciéon con sabor es ingerida espontaneamente, pero también
presentan el aprendizaje de la tarea cuando el estimulo aversivo es inyectado por via

intraperitoneal o intravenosa (Bradley et al., 1971; Bures et al., 1989).
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Figura 6. Condicionamiento de aversién a los sabores. Cuando un sabor novedoso es
asociado con un malestar gastrico (inyeccion de LiCl) da como resultado que en las
siguientes presentaciones del sabor, éste evoque un malestar gastrico. Esto causa que el
animal muestre aversion a dicho sabor, evitando su consumo.

Los principios generales del condicionamiento de aversion a los sabores son:

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

2. La fuerza de la aversion aprendida esta directamente relacionada con la
intensidad del sabor y del malestar, y esta inversamente relacionada al intervalo entre
la presentacion del sabor y la induccion de 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).

3. Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos gastricos
(Garcia y Koelling, 1966).

Numerosos experimentos han demostrado que lesiones bilaterales de la ClI
deterioran el aprendizaje y la evocacion del CAS (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-
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Rattoni et al., 2005), sin embargo, estas lesiones en la Cl no parecen afectar la
percepcion del sabor, ya que los animales con lesion en la Cl pueden discriminar entre
diferentes concentraciones de sacarosa y NaCl(Lasiter et al., 1985). Estudios
electrofisiologicos mediante estimulacion gustativa y evocacion de sefiales de la lengua
a la corteza insular sugieren que los estimulos gustativos estan confinados a la ClI
(Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005; Bernstein et al., 2007).A este
respecto, estudios electrofisiologicos donde se evocan sefiales en la corteza gustativa
mediante estimulacion lingual sugieren que el CAS promueve cambios en la actividad
de la Cl (Yamamoto et al., 1989; Grossman et al.,, 2008).De manera similar, se ha
reportado que el CAS es capaz de producir cambios en la actividad de genes de
expresion temprana como c-fos(Bernstein et al., 2007) e incluso modifica los mapas
sensoriales de la Cl en ratas (Accolla et al., 2008).Ademas, la Cl se ha visto
involucrada también en otras tareas de aprendizaje de tipo aversivo, como la
prevencion pasiva (Escobar et al., 1989; Bermudez-Rattoni et al., 1991; Bermudez-
Rattoni, 2004).

3.4. LTP y conducta

Las memorias son presumiblemente almacenadas en subgrupos de neuronas que son
activadas en respuesta a un conjunto de entradas sensoriales. Existen evidencias
sélidas a favor de una relacion entre el aprendizaje y la LTP. Se sabe que el
aprendizaje suele estar asociado a cambios funcionales y estructurales en las sinapsis,
involucrando la formacion o pérdida de éstas, permitiendo la formacion de trazos de
memoria de larga duracion del conocimiento adquirido. Asimismo, se sabe que dichos
cambios también se encuentran asociados al establecimiento y mantenimiento de la
LTP en diversas regiones cerebrales, estableciendo una relacion estrecha entre los dos
fendmenos (Hofer et al., 2009; Xu et al, 2009; Yang et al., 2009; Fu et al., 2012; Mufioz-
Cuevas et al., 2013).

El aprendizaje es un producto de la experiencia diaria, y este producto se ve
reflejado en cambios en la actividad de ensambles neuronales que codifican la
informacion obtenida (Bear et al., 2001). Evidencias recientes sugieren que los trazos
de memoria se almacenan unicamente en las poblaciones neuronales que presentan
mayor excitabilidad, la cual es asociada a las acciones de factores de transcripcion,

como es el caso de CREB, por ejemplo aquellas neuronas de la amigdala que se
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activan tras el entrenamiento en una tarea aversiva como el condicionamiento al miedo
(Rogerson et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, se conoce que CREB es uno de los actores
moleculares que participan en el mantenimiento de la LTP. Investigaciones recientes
han demostrado que CREB es necesario para la recuperacion de la informacion
aprendida (Silva et al., 2009). En 2007 Han y colaboradores reportaron que,en
animales entrenados en el condicionamiento de miedo a un tono, las neuronas de la
amigdala lateral que fueron reclutadas para almacenar el trazo de informacién, fueron
unicamente aquellas que previo al entrenamiento habian sido transfectadas con un
virus que codifica para CREB (Han et al., 2007). Asimismo, al inactivar o remover
dichas células en los animales entrenados, se generé una amnesia temporal para el
condicionamiento (Zhou et al., 2009; Han et al.,, 2009). Adicionalmente, estudios
electrofisiologicos muestran que trasel entrenamiento en el condicionamiento de miedo
al tono, las mismas neuronas de la amigdala lateral, mostraron incrementos en la
fortaleza sinaptica, en comparacion con las neuronas no transfectadas (Zhou et al.,
2009). Estos trabajos sustentan la idea que postula que la memoria esalmacenada en
aquellas neuronas que presentan incrementos en la eficiencia sinaptica.

En una serie de experimentos llevados a cabo por Rogan et al., en 1997 y
McKernan et al., en el mismo afo,se encontré que el condicionamiento al miedo causa
incrementos en la pendiente y amplitud de los potenciales postsinapticosexcitatorios
(PPSEs) en la amigdala lateral en ratas adultas in vivo e in vitro (Rogan et al., 1997;
McKernan et al., 1997). De igual forma Whitlock y colaboradores descubrieron que el
entrenamiento en la tarea de prevencion pasiva induce LTP en el area CAf1
hipocampal(Whitlock et al., 2006).

Con la aparicion de técnicas como la optogenética, se ha podido explorar la
relacion entre el aprendizaje y la LTP desde una aproximacién mas detallada, logrando
mapear los multiples componentes de un ensamble neuronal que forma una huella
mnemaonica. Las neuronas que forman tal ensamble pueden ser etiquetadas durante el
aprendizaje para su posterior identificacion y manipulacién, y si esas neuronas se
eliminan o inactivan, se tiene como resultado una expresion reducida de la memoria
almacenada. De manera similar, la sola activacion de dichas células mediante la
estimulacion con un haz de luz es suficiente para recuperar la informacion aprendida
(Liu et al., 2012). En una investigacion mas reciente, se analiz6 especificamente la
relacion entre las expresiones de plasticidad sinaptica como la LTP y la depresion de
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largo plazo (LTD) (la cual consiste en un decremento prolongado en la eficiencia
sinaptica tras una estimulacion de baja frecuencia) y la memoria, para ello, se entrené a
ratas en el condicionamiento al miedo, pero se remplazé el estimulo condicionado (EC)
(tono) con estimulacion optogenética en las proyecciones del nucleo auditivo sobre las
neuronas de la amigdala lateral. La asociacién entre el EC 6ptico con un choque
eléctrico en las patas (estimulo incondicionado) generd una respuesta condicionada, la
cual fue susceptible de ser extinguida y bloqueada por la inhibicion del receptor NMDA,
lo que implica la generacién de una memoria asociativa. Tal manipulacion fue capaz de
generar LTP en las neuronas de la amigdala, y al ser ésta revertida con la generacién
de LTD en las mismas células se logro inactivar el trazo de memoria creado (Nabavi et
al., 2014).

En 1998 Rioult-Pedotti et al. demostraron que el aprendizaje en habilidades
motoras (motor skilllearning) incrementa la amplitud de los PPSEs en la corteza motora
primaria del hemisferio entrenado con respecto a la corteza motora primaria del
hemisferio contralateral, el cual sirvi6 como control (Rioult-Pedotti et al., 1998).

El mismo grupo de investigacion entrend a un grupo de ratas en la mencionada
tarea para posteriormente inducir LTP y LTD en el hemisferio entrenado. Sus
resultados mostraron que la LTP fue significativamente reducida mientras que la LTD
fue significativamente incrementada en el hemisferio entrenado (figura 7), comparado
con el hemisferio contralateral, utilizado como control (Rioult-Pedotti et al., 2000).

Las investigaciones descritas anteriormente indicanque el entrenamiento en
tareas conductuales es capaz de incrementar la eficiencia sinaptica de una
viaespecifica de manera analoga a la potenciacién inducida por actividad repetitiva,
sugiriendo que la LTP es una expresion plastica que forma parte de los mecanismos
mediante los cuales es almacenada la informacion. Ademas, el efecto producido por la
conducta sobre la habilidad de inducir subsecuentemente plasticidad sinaptica guarda
una estrecha relacion con un fenémeno descrito por Abraham y Bear en 1996, quienes
introdujeron al lenguaje de la neurociencia el término “metaplasticidad” (Abraham et al.,
1996), el cual es considerado como un mecanismo de plasticidad homeostatica que

sera descrito a continuacion.
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3.5. Plasticidad homeostatica

Conforme el sistema nervioso se va desarrollando, numerosas experiencias van
modificando sus conexiones a lo largo de la vida, por ello es congruente pensar que
estas modificaciones plasticas necesiten de un mecanismo regulador que les permita
mantenerse en un estado ideal (manteniendo una homeostasis) para poder seguir
almacenando informacion (Nelson y Turrigiano, 2008). En este contexto,
investigaciones recientes han reportado que las neuronas inician una serie de
mecanismos homeostaticos con el fin de mantener los niveles de eficiencia sinaptica en
un rango determinado, resistiéndose de este modo a modificaciones abruptas que
pueden causar dafio o muerte neuronal; por tanto, a este tipo de cambios en las
propiedades nerviosas se les ha dado el nombre de plasticidad homeostatica (Nelson y
Turrigiano, 2008). Este tipo de modificaciones se presenta de distintas formas
dependiendo del tipo de plasticidad sinaptica inducida y la via que sea sujeto de
estudio. Dos de los mecanismos principales de la plasticidad homeostatica son la

metaplasticidad y el escalamiento sinaptico.
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Figura 7.El entrenamiento en habilidades motoras modifica la inducciéon subsecuente
de plasticidad sinaptica en la corteza motora. El entrenamiento en tareas motoras
disminuye la magnitud de la LTP e incrementa la de la LTD. Circulos negros: hemisferio
entrenado. Circulos blancos: hemisferio no entrenado (Modificado de Rioult—Pedotti et al.,
2000).

3.5.1. Metaplasticidad y escalamiento sinaptico

Hoy en dia existen evidencias que muestran que la historia de la actividad de una

neurona o via de conexidn puede modificar la manera en que ésta presenta
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subsecuente plasticidad sinaptica (Abraham, 2008). En este sentido, se han observado
cambios subsecuentes al inducir LTP en una misma via; estos cambios incluyen una
inhibicion de la LTP y una facilitacion de la depresion de largo plazo (LTD) (Malenka,
1991; Huang et al., 1992). A este fendbmeno se le conoce como metaplasticidad y se
define como el cambio en la habilidad para inducir subsecuente plasticidad sinaptica.
Este tipo de modificaciones se presentan incluso cuando la actividad previa no es
suficiente para producir modificaciones observables en la eficiencia sinaptica (figura
8a).

En 1982 Bienestock, Cooper y Munro 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 o 6m, mientras
que una via es depotenciada cuando la activacién postsinaptica es mayor que cero
pero menor que el valor ém (figura 8b), a esta teoria también se le denominé BCM (por
las iniciales de los autores). Es importante sefalar que este umbral no es fijo
(Bienenstock et al., 1982). La frecuencia de estimulacion es directamente proporcional
a la activacién de la postsinapsis, esto es, que a frecuencias mas altas se da una
mayor activacién de la postsinapsis, mientras que a frecuencias mas bajas la activacion
es menor, por lo cual el nivel de potenciacion o depotenciacion depende de la
frecuencia de estimulacion (Bear, 1996).Esta relacion se explica mediante el hecho de
que la cantidad de calcio que ingresa a la neurona es dependiente de la frecuencia
mediante la cual se le estimula (Jedlicka, 2002; Bear, 2003), de hecho se ha reportado
que cuando se aplica estimulacion que induce LTP, pero se inhibe parcialmente la
entrada de calcio a la célula, se presenta LTD en lugar de LTP (Taniike et al., 2008).
La modificacion del umbral es temporal y 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). Durante
las tres décadas posteriores al origen de la teoria BCM, numerosas investigaciones se
han dirigido a dilucidar algunas propiedades fundamentales de la plasticidad sinaptica y
han generado una comprensiéon mas clara de la relacion entre la estructura matematica
de la teoria y los mecanismos moleculares que subyacen al aprendizaje y la memoria
(Cooper et al., 2012).

El hecho de que existan cambios metaplasticos durante tareas de aprendizaje
nos sugiere que estos cambios no solo tienen un papel neuroprotector, sino modulador

del almacenamiento de informacion.
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Recientemente, se han comenzado a estudiar los mecanismos moleculares
relacionados con estos tipos de plasticidad y se ha encontrado que existen varios
mecanismos encargados de comandar una regulacion en las células excitadas. Por un
lado, la modulacion de la actividad de proteinas cinasas y fosfatasas puede modificar el
umbral para la induccion de plasticidad sinaptica. Por ejemplo, la entrada de calcio
provoca la autofosforilacion de la CaMKII, lo cual, limita la actividad de dicha proteina,
evitando que realice acciones que se encuentran relacionadas con la induccion de la
LTP (Jedlicka, 2002; Bear, 2003; Zhang et al. 2005). Por otro lado, la calcineurina, una
proteina fosfatasa relacionada con la induccion de la LTD, es activada durante la
metaplasticidad, promoviendo cambios que favorecen a la induccion de la LTD y
desfavorecen la induccion de la LTP, entre los que se encuentra la regulacion negativa
de la PKA (Mansuy, 2003).

Se han reportado investigaciones en donde la privaciéon de estimulos visuales
incrementa la probabilidad de inducir LTP en la corteza visual primaria que esta
acompanado 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) (figura 8c). Esto puede deberse a que la subunidad NR2A tiene una
cinética mas rapida, es decir, en periodos de tiempo iguales, 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, responde 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 (Quinlan et al., 2004; Pérez-Otafno y Ehlers, 2005).

La modificacion en el umbral 6m también se ha atribuido a la modulacién en las
propiedades de canales iénicos dependientes de voltaje que se encuentran
relacionados con las corrientes AHP (siglas en inglés para la hiperpolarizacién que
sucede al potencial de accion). Se ha reportado que la activacion de receptores
glutamatérgicosmetabotropicos (mGlu) pueden reducir la corriente AHP, modificando la
posibilidad de inducir LTP(Cohen et al., 1999; Abraham, 2008). Ademas, se ha visto
que la estimulacién de alta frecuencia puede hacer mas rapida la AHP por unos

minutos. Es interesante mencionar que dicho fendmeno es independiente de la PKC

26



pero depende de la PKA y esta asociado a una modificacion del umbral 6m hacia la
izquierda, lo cual se ve reflejado como una facilitacién en la induccion de LTP.Se ha
reportado que la activacién de receptores mGIuR puede reducir la hiperpolarizaciéon de
la membrana después del potencial de accion, modificando la posibilidad de inducir
LTP (Cohen et al., 1999).
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Figura 8. Metaplasticidad. a) La estimulacion eléctrica (5 pulsos de 10Hz que no generan
LTP; marcado con flechas pequenas) previa a una estimulacién de alta frecuencia (flecha
grande) modifica la posibilidad de inducir una subsecuente potenciaciéon (panel inferior)
presente en los animales control (panel superior) (Modificado de Huang et al., 1992); b)
Modelo tedrico de metaplasticidad en donde se modifica el umbral 6m en respuesta a la
actividad; c¢) Modelo de los mecanismos de la metaplasticidad en la corteza visual primaria,
en donde la privacion de estimulos visuales incrementa la probabilidad de inducir LTP por
medio de un aumento en la expresion de las subunidades NR2B de los receptores NMDA,
mientras que la estimulacién visual (experiencia) aumenta la capacidad de inducir LTD por
medio de la expresién de las subunidades NR2A en esta via (Modificado de Yoshida et al.
2008).

Otro mecanismo desarrollado por el SN para preservar su homeostasis es el
escalamiento sinaptico, el cual mantiene en un nivel estable la excitabilidad neuronal
mediante un incremento progresivo de la eficiencia sinaptica, como respuesta a la
inhibicién prolongada de actividad y un decremento progresivo de la eficiencia sinaptica
como respuesta a la excitacion neuronal cronica.

En 1998, Turrigiano y colaboradores reportaron que el bloqueo durante 48hrs de
los receptores al GABA producia una disminucion de las corrientes postsinapticas

excitatorias miniatura (CPSEm), compensando el aumento de actividad. De manera
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similar, cuando se presenta una inhibicidn crénica de los canales de sodio con
tetradotoxina, se genera un incremento de las CPSEm, compensando la disminucién

de actividad (figura 9) (Turrigiano et al., 1998; Turrigiano y Nelson, 2004).
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Figura 9. Escalamiento sinaptico. El bloqueo crénico de la actividad producido por la
aplicacion de tetradotoxina (TTX) incrementa progresivamente las corrientes postsinapticas
excitatorias miniatura(CPSEm) y el incremento prolongado de la actividad producido por la
aplicacion de bicuculina disminuye progresivamente las corrientes postsinapticas
excitatorias miniatura (CPSEm) (Modificado de Turrigianoy Nelson, 2004).

El escalamiento sinaptico se ha observado en cultivos neocorticales,
hipocampales, de médula espinal y en el nucleo accumbens, asi como en
preparaciones in vivo (Abbott y Nelson, 2000) y muestra que las células del SN tienen
la capacidad de integrar los estimulos recibidos para ajustar la eficiencia
sinapticamediante la modulacion del paso de corriente a través de los canales idnicos

(Turrigiano y Nelson, 2000).

3.5.2. Metaplasticidad y conducta

La plasticidad homeostatica es actualmente considerada como un fendmeno que tiene
especial importancia para la modulacion de la actividad en el SN. Asi como la
plasticidad homeostatica es un mecanismo muy importante para la adaptacion y
proteccion de las células neuronales, es relevante subrayar que dichos mecanismos
tienen un papel crucial en fendmenos como el aprendizaje y la memoria (Abraham,
2008; Turrigiano, 2008; Turrigiano, 2011). A este respecto, los cambios metaplasticos

se encuentran representados en diversas areas del SN central como la neocorteza o el
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hipocampo, areas que se consideran como el almacén de diversos tipos de memoria
(Bear, 1996). Cambiosmetaplasticos inducidos por la conducta han sido reportados en
diferentes areas del SN, como en la amigdala lateral debido al condicionamiento al
miedo (Schroeder y Shinnick-Gallagher, 2005; Hong et al., 2011). Ejemplos de areas
neocorticales donde se han inducido cambios metaplasticos debido al entrenamiento
en tareas conductuales son la corteza motora debido al entrenamiento de tareas
motoras (Rioult-Pedotti et al., 2000), la corteza piriforme debido a tareas de
discriminacion olfativa (Quinlan et al.,, 2004), la corteza visual en respuesta a la
estimulacion visual (Philpot et al., 2007) lacorteza somatosensorial debido a la
estimulacion de las vibrisas (Clem et al., 2008)e, incluso, se han reportado cambios
metaplasticos in vivo en la corteza motora en respuesta al entrenamiento en
habilidades motoras (Monfils et al., 2004). Estas evidencias sugieren que los cambios
metaplasticos forman parte de las modificaciones sinapticas involucradas en el
almacenamiento de la memoria de tareas conductuales en la neocorteza.

En humanos se han realizado investigaciones que relacionan al aprendizaje con
los cambios en la excitabilidad de las neuronas. En una tarea de aprendizaje se
entrend a un grupo de sujetos a incrementar la velocidad en el movimiento de su dedo
pulgar, este aprendizaje esta asociado con un cambio rapido en la excitabilidad de la
corteza motora primaria y es inhibido por la previa estimulacién magnética transcraneal
en esta zona de la corteza, similar a lo encontrado por Rioult-Pedottien el 2000
(Muellbacher et al. 2001).

3.5.3. CAS y LTP en la corteza insular

Como se menciond en lineas anteriores, el entrenamiento previo en tareas
conductuales produce un efecto metaplastico que modifica la induccion subsecuente de
LTP. Ademas, existen evidencias que muestran que la previa induccidén de la LTP
también puede modificar el desempefo durante el entrenamiento en tareas
conductuales (Moser et al., 1998; Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000). En 1998 Moser
et al. observaron que la saturacién de LTP en la via perforante disminuye la memoria
espacial (Moser et al., 1998). Esta relacion entre la LTP y el aprendizaje de tareas no
es exclusiva del hipocampo. Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado
que la induccion de LTP en la Cl antes del CAS provoca una disminucion en el

consumo de sacarina durante las pruebas de extincidbn comparados con los grupos
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controles a los cuales no se les indujo LTP previa al entrenamiento en dicha tarea
(Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000). 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 que dicho fendmeno es dependiente de los
receptores NMDA y de la actividad diferencial de proteinas cinasas como PKA y
PKC(Rodriguez-Duran et al., 2011; Rodriguez-Duran y Escobar, 2014) (Figura 10). Hoy
en dia se cree que el fendmeno de metaplasticidad no sélo tiene como funcién el
mantenimiento de la homeostasis de las sinapsis, sino podria también funcionar como

un modulador de la informacién, al preservar por largo tiempo un trazo de memoria.
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Figura 10. Efecto del entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente induccién de LTP
en la via Bla-Cl. En esta gréfica 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. En la
grafica superior se observa el efecto metaplastico producido por la conducta, ya que el
entrenamiento previo en el CAS bloquea la posibilidad de inducir subsecuente LTP en la Cl,
como parte de un mecanismo homeostético. En la gréfica inferior se muestra la induccién de
LTP sin ninguna manipulacién previa. Las flechas negras indican la aplicacion de los trenes
de alta frecuencia con el propésito de inducir LTP. En la parte inferior de cada gréfica se
observa el porcentaje de los PPSEs con respecto a la linea base, después de la aplicacion
de la estimulacién de alta frecuencia. Asimismo, se observan potenciales representativos de
la Cl, antes y después de la induccién de la LTP. Modificado de Rodriguez-Duran et al.,
2011.

3.6. Las neurotrofinas

La diversidad celular en el SN se origina a partir de la accion concertada de los
procesos de proliferacién celular, diferenciacion, crecimiento, migracion, supervivencia

y formaciéon de sinapsis. Entre los mensajeros involucrados en la comunicacion
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neuronal que da origen a estos procesos se encuentran ciertas moléculas
denominadas factores tréficos, o factores neurotroficos, que son proteinas que
controlan la supervivencia, el crecimiento y las capacidades funcionales de poblaciones
especificas de neuronas (Escobar, 1994). Diversos hallazgos han reportado la
participacion de este grupo de proteinas en la modulacion de plasticidad sinaptica de
larga duracion (Messaoudi et al., 2002; Escobar et al, 2003; Lu et al., 2005; Je et al.,
2006; Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008; Schjetnan y Escobar, 2012; Ramos-
Languren y Escobar, 2013). En el SNC las neurotrofinas se encuentran expresadas
predominantemente en la neocorteza y el hipocampo. Actualmente se sabe que sus
niveles de secrecion son regulados por la actividad sinaptica y que ejercen sus
acciones en la eficiencia de la comunicacion de las sinapsis tanto en las células
presinapticas como en las postsinapticas (Kolarow et al., 2007; Lu et al., 2005). La
investigacion realizada durante las dos décadas pasadas ha revelado que las
neurotrofinas regulan casi todo los aspectos del desarrollo de circuitos neuronales y su
funcionamiento, incluyendo proliferacion y diferenciacién, crecimiento axonal y
dendritico, asi como las plasticidad sinaptica (Park et al., 2013).Los factores
neurotréficos o neurotrofinas constituyen una familia conformada por el factor de
crecimiento neuronal (NGF), el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), la
neurotrofina-3 (NT3), la neurotrofina-4/5 (NT-4/5), la neurotrofina-6 (NT-6) y la
neurotrofina-7 (NT-7) (Nilsson et al., 1998)

Inicialmente, las neurotrofinas son sintetizadas como proteinas precursoras
(proneurotrofinas), de forma similar a los neuropéptidos y posteriormente son
procesadas por diversas enzimas que producen a la proteina madura una vez que han
sido liberadas al medio extracelular (Lessmann et al., 2003). Cada una de estas
proteinas en su forma madura forma un complejo con una proteina gemela (dimero),
permitiendo la activacién de sus receptores especificos (Chao, 2003). Se ha descrito
que existe liberacion postsinaptica de neurotrofinas como NT-3 y BDNF, la cual es
modulada por la CaMKIl (Kolarow et al., 2007).

Las neurotrofinas actuan por medio de dos tipos de receptores, los de tirosina
cinasa denominados Trk (de alta afinidad con las neurotrofinas maduras) y los p75 (de
baja afinidad con las proteinas maduras, pero alta con las inmaduras o precursoras).
Las proneurotrofinas actian como sefalizadores moleculares a través de su interaccion
con el receptor p75, ejerciendo efectos biolégicos opuestos a los evocados por las

neurotrofinas maduras. De esta manera, la segmentacion proteolitica de las
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proneurotrofinas representa un mecanismo de control que direcciona las acciones de
las neurotrofinas (Lu et al., 2005). Los diferentes tipos de receptores Trk identificados
hasta el momento, son activados principalmente por uno o varios miembros de esta
familia de proteinas. Asi, el TrkA actua como receptor del NGF, el TrkB principalmente
para el BDNF y la NT-4/5, y el TrkC para la NT-3 (Chao 2003).

Existen isoformas de los receptores Trk denominados receptores truncados, que
carecen de los residuos de tirosina cinasa. Los receptores truncados son capaces de
unirse con sus correspondientes ligandos e incluso se internalizan, pero son incapaces
de iniciar los eventos de fosforilacion requeridos para la transduccion de sefiales. De
esta manera la distribucién y concentracion membranal de los receptores truncados
podria potencialmente modular la actividad de las neurotrofinas restringiendo la
disponibilidad de estos factores para interactuar con los receptores completos (Rose et
al. 2003). Una caracteristica interesante de las acciones de las neurotrofinas, radica en
su capacidad para autorregular su produccion asi como la de otras proteinas miembros
de esta familia. Un ejemplo en este sentido lo constituye el estudio realizado por Patz y
Wahle en el 2004, en dicho estudio se observo que la administracion de BDNF origina
incrementos en la expresion de BDNF, NGF y NT-3, en tanto que disminuye la
expresion de NT-4, en cultivos de neuronas corticales (Patz y Wahle 2004).

Una vez que las neurotrofinas se ligan a su receptor Trk pueden activar tres
cascadas metabdlicas que incluyen la via de MAPKs (proteinas cinasas activadas por
mitdgenos), la via de los fosfoinositidos (PI3K-Akt) y la via de la PLCy; estas vias de
senalizacion tienen como punto final la activacion de sintesis proteica y las
consecuentes modificaciones en la comunicacion y la morfologia de las sinapsis (figura
11) (Patapoutian et al., 2001).
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Sintesis de la proteina BDNF no procesada,
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Figura 11.Sintesis, trafico y senalizaciéon del receptor de BDNF. Inicialmente sintetizada
en el reticulo endopldsmico (ER) como una proteina precursora, el proBDNF se pliega
adecuadamente en la red trans-Golgi y se empaqueta en vesiculas secretoras.
Posteriormente, el BDNF se clasifica, ya sea, en la via secretora constitutiva o en la
regulada, y se transporta al sitio apropiado de la liberacion. El pro-dominio puede ser
escindido intracelularmente por furina o por proteinas convertasas, lo que resulta en la
secrecion de BDNF maduro (mBDNF). Alternativamente, el proBDNF puede ser secretado
extracelularmente y ser clivado por la cascada tPA/plasmina o por metaloproteinasas (MMP)
para producir mBDNF. Una vez secretado, proBDNF y mBDNF provocan accionesbiologicas
opuestas a través de dos sistemas de receptores de senalizacion diferentes. mMBDNF se une
al receptor TrkB, que conduce a la autofosforilacion de residuos de tirosina en el dominio
tirosina cinasa. En consecuencia, tres principales cascadas de sefalizacion pueden ser
activadas por mBDNF-TrkB. La via PI3K, ERK / MAPK, y la via PLCy. En contraste,
proBDNF se une al receptor p75, lo que resulta en la activacion de varias moléculas de
sefalizacion, incluyendo NF-kB, JNK y RhoA (Modificado de Woo et al., sin fecha).
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3.6.1. El BDNF

El BDNF es una proteina dimérica cuyo peso molecular es de 27 kDa y su secrecion en
forma madura, activa preferencialmente a los receptores TrkB, mientras que en su
forma inmadura, el proBDNF, se liga al receptor p75 (figura 11), favoreciendo la
generacion de mecanismos apoptéticos. Se ha observado una alta expresion de esta
neurotrofina y de su receptor de alta afinidad, TrkB, en la neocorteza, asi como en
distintas regiones del sistema nervioso central: corteza piriforme, amigdala, formacién
hipocampal, entre otras (Yan et al., 1997). Esta neurotrofina se encuentra contenida en
vesiculas secretoras, presentes en los botones terminales y en las dendritas,
principalmente de las neuronas glutamatérgicas, y su secrecion se da en forma
dependiente de actividad tanto de sitios pre como post sinapticos (Hartmann et al.,

2001). Se conocen dos vias por las cuales ésta neurotrofina es secretada:

e Via regulada: Implica exocitosis dependiente de Ca?*de los granulos secretores.
El proBDNF sale de la red trans-Golgi en granulos secretores inmaduros que
contienen una serie de proteinas convertasas. E| BDNF maduro es liberado en
granulos secretores en una ruta hacia la membrana plasmatica. Los granulos se
acumulan en la membrana plasmatica y son eventualmente liberados sobre
disparos de sefalizacién por una secrecidn regulada. Esta via permite a las
neurotrofinas controlar la eficiencia sinaptica de una forma rapida, y especifica
de vias de entrada.

¢ Via constitutiva: Emplea un tipo distinto de vesiculas que liberan su contenido
cuando alcanzan la membrana plasmatica. Las proteinas convertasas presentes
en la red trans-Golgi pueden escindir la pro-secuencia y el BDNF maduro es
direccionado hacia una liberacion constitutiva. Esta via produce un suministro
sostenido de neurotrofinas extracelulares, regulando su concentracion basal en

el espacio extracelular (Lessmann y Brigadski, 2009; Figura 11).

Dentro de los posibles mecanismos que favorecen la secrecion de BDNF en
forma regulada se encuentran: la activacién de los canales de calcio tipo N y la
movilizacién de Ca** de sus almacenes internos (Balkowiecet al., 2002; citado por Lu et
al., 2008). De esta forma, el BDNF puede ejercer sus efectos tanto pre como
postsinapticamente. Presinapticamente, regula la liberacién de glutamato, mientras que
postsinapticamente, produce modificaciones y sintesis de receptores a este

neurotransmisor, expresion génica y alteraciones locales en la sintesis de proteinas
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(Carvalho et al., 2008). De hecho, una de las explicaciones por las cuales el BDNF
actua especificamente en las sinapsis activas, es debido a la sintesis local de BDNF y
de su receptor de alta afinidad en las dendritas (Righi et al., 2000).

El BDNF posee varias caracteristicas que lo postulan como una de las proteinas
sustanciales implicadas en la plasticidad sinaptica: su forma de secrecion dependiente
de la actividad, las regiones del SNC en las cuales tanto la neurotrofina como su
receptor TrkB se encuentra altamente concentrado (como la formacion hipocampal y la
neocorteza), su regulacion tanto pre como postsinaptica que favorece las
modificaciones sinapticas, etc., sugieren que esta neurotrofina juega un papel

importante dentro de los mecanismos que subyacen a fendmenos plasticos.

3.6.2. BDNF y plasticidad sinaptica

Las evidencias acerca de la participacion del BDNF en fendmenos plasticos sugieren
que esta neurotrofina contribuye de manera tanto permisiva, estableciendo las
condiciones para que los cambios plasticos puedan llevarse a cabo, como instructiva,
ejerciendo efectos directos que producen cambios en la comunicacion y morfologia de
las sinapsis (Bramhamet al., 2005).

A nivel presinaptico el BDNF incrementa la liberacion del neurotransmisor (a
través de la fosforilacion de proteinas que forman parte del aparato de liberacién) (Tyler
et al., 2006), mientras que sus acciones en la postsinapsis incluyen la fosforilacion de
receptores a glutamato tanto de tipo NMDA como no-NMDA (Lin et al., 1998), la
produccion de mensajeros retrogrados, la elevacidn de concentraciones de calcio y la
activacion de sintesis proteica (Yamada et al., 2002).

Evidencias recientes sefalan que el BDNF participa en la regulacion de la
plasticidad sinaptica dependiente de la actividad asociada a los procesos de
aprendizaje y memoria (Yamada et al., 2002). Esta posibilidad se ve respaldada por
numerosos hallazgos entre los que podemos mencionar los incrementos en los niveles
de BDNF, del mRNA que lo codifica, asi como de su receptor TrkB(Bramham et al.,
1996) tras la induccion de LTP.

Los efectos del BDNF en la plasticidad sinaptica estan ineluctablemente
relacionados con la activacion de su receptor TrkB (Park y Poo, 2013).En este sentido,
se ha reportado un aumento en la transcripcion, el transporte y la traduccion de TrkB

tras la actividad de alta frecuencia capaz de inducir LTP.La insercion y endocitosis de
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este receptor (necesarias para la activacién de sus residuos de tirosina) son también
reguladas por la actividad sinaptica. Ademas, la secrecion del BDNF induce el
movimiento lateral de sus receptores hacia los sitios en los que se generan los cambios
plasticos (Pereira y Chao, 2007).

Otro hallazgo de gran relevancia que subraya la participacion de esta
neurotrofina en la plasticidad sinaptica asociada a los procesos de aprendizaje y
memoria lo constituye la observacién de que la adicion de BDNF produce dramaticos
incrementos de larga duracion en la transmision sinaptica (similares a la LTP) en
preparaciones in vivo e in vitro tanto en el hipocampo como en la neocorteza de
roedores (Escobar et al., 2003; Jiang et al., 2001; Kang y Schuman, 1995; Messaoudi
et al.,, 2002). En 2003, Escobar y colaboradores reportaron que la infusion aguda de
BDNF en la corteza insular es capaz de generar un incremento de larga duracién en la
eficiencia sinaptica de la via Bla-Cl similar a la LTP inducida por estimulacién de alta
frecuencia en la misma via (Escobar et al., 2003)(Figura 12).

Una de las estrategias empleadas en la evaluacion de la participacién del BDNF
en la LTP ha sido la eliminacién del gen que codifica a esta neurotrofina. Asi, se han
reportado decrementos severos en la capacidad de inducir LTP en neuronas
hipocampales provenientes de cepas de ratdon carentes del gen que codifica al
BDNF(Patterson et al., 1996; Pang y Lu, 2004). Las deficiencias observadas en la
induccién de LTP han sido subsanadas tras la administracion exdégena de BDNF
(Patterson et al., 1996; Pang y Lu, 2004). Monteggia et al. (2004) reportaron un
decremento en la expresion y mantenimiento de la LTP en animales adultos, en los que
se indujo selectivamente el bloqueo de la expresion del gen que codifica al BDNF en
neuronas hipocampales (Monteggia et al., 2004). Estos animales mostraron también
deficiencias importantes en la ejecucion de una tarea de aprendizaje espacial
dependiente del hipocampo (Monteggia et al., 2004).

A pesar de que se han reportado efectos rapidos en la transmision sinaptica
regulados por el BDNF a través de la activacion de los canales de sodio dependientes
de voltaje (Rose et al., 2004), las evidencias sefialan que el BDNF tiene una
participacion primordial en la fasetardia de la LTP (Pang et al.,, 2004; Barco et al.,
2005). Pang y Lu (2004) observaron que la administracién de BDNF es capaz de
restaurar la fase tardia de la LTP hipocampal, previamente abatida por la
administracién de inhibidores de la sintesis proteica. De manera similar, Barco y
colaboradores (2005) reportan la restauracién de la fase tardia de la LTP hipocampalen
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animales carentes del gen que codifica al factor de transcripcion CREB, tras la
administracion de BDNF. Estos estudios sugieren que el BDNF es un producto clave de

la sintesis proteica que subyace a la fase tardia de la LTP.
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Figura 12.La infusion aguda de BDNF produce incrementos de la eficiencia sinaptica
en la corteza insular in vivo. 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 de animales que recibieron una microinfusion de BDNF (panel superior) y BDNF mas
el inhibidor de los receptores TrkB, K252a (panel inferior). Las barras indican el periodo de
microinfusion (15 min). En el extremo superior derecho de cada panel se muestran los
trazos representativos de los PPSE antes (izquierda) y después (derecha) de la infusién del
BDNF 6 BDNF+K252a. Modificado de Escobar et al., 2003.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Estudiar los procesos de aprendizaje y memoria desde la perspectiva de los
mecanismos celulares y moleculares que los sustentan, nos acerca a entender de
forma mas clara el comportamiento y procesamiento de informacion en los seres vivos.

Se conoce claramente que las proyecciones del nucleo basolateral amigdalino
hacia la corteza insular participan en el procesamiento del condicionamiento de
aversion a los sabores (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991), y que éstas mismas son
capaces de presentar LTP dependiente de los receptores NMDA debido a estimulacion

tetanica (Escobar et al., 2002; Escobaret al., 1998a; Escobar et al., 1998b). Asimismo,
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hallazgos experimentales de nuestro laboratorio muestran que la induccién de LTP en
la via Bla-Cl de manera previa al entrenamiento en el CAS, origina incrementos en la
retencién de dicho aprendizaje (Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000), en tanto que el
entrenamiento en el CAS antecediendo a la estimulacién tetédnica en la misma via,
bloquea la posibilidad de inducir subsecuente LTP (Rodriguez-Duran et al., 2011).

Investigaciones acerca de los mecanismos moleculares que subyacen a los
cambios en la eficiencia sinaptica han revelado que entre los diversos actores que
participan en la modulacién del fortalecimiento sinaptico, el BDNF posee la capacidad
de inducir modificaciones de larga duraciéon en el hipocampo y la neocorteza.En este
sentido, investigaciones previas de nuestro laboratorio reportan que la infusién
intracortical aguda de BDNF en la corteza insular origina incrementos en la eficiencia
sinaptica similares a los obtenidos tras la estimulacion de alta frecuencia en la via Bla-
Cl (Escobar et al., 2003).

Se han reportado evidencias que muestran que la historia de actividad de una
neurona o via de conexion es capaz de modificar la manera en que ésta presentara
subsecuente plasticidad sinaptica (Abraham, 2008). Asimismo, se ha planteado que el
BDNF es un importante mensajero que da inicio a la modulacion necesaria para el
mantenimiento de las sinapsis en un estado homeostatico que permita el
almacenamiento de informacion subsecuente(Desaiet al., 1999; Gomez-Palacio-
Schjetnany Escobar, 2007; Schjetnan y Escobar, 2012; Gomez-Palacio-Schjetnany
Escobar, 2013; Panja y Bramham, 2014).

Considerando los antecedentes expuestos, nos planteamos la siguiente
pregunta: puesto que el CAS es capaz de generar cambios plasticos en la proyeccion
Bla-Cl similares a los inducidos por la LTP, incrementando el umbral para la generacion
de subsecuente plasticidad sinaptica en la via, ¢cual sera el efecto del entrenamiento
en el CAS sobre el incremento en la eficiencia sinaptica generada por la administracion
de BDNF?

El presente trabajo tuvo como objetivo responder a esta pregunta analizando la
influencia del entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente induccion de LTP

generada por la microinfusion aguda de BDNF en la Cl de ratas adultas in vivo.
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5. OBJETIVOS

1. Analizar la influencia del entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente
induccion de LTP generada por la microinfusién de BDNF en la via Bla-Cl.
2. Investigar la influencia del entrenamiento en el CAS sobre la excitabilidad

neuronal basal de la via Bla-Cl.

6. HIPOTESIS
e ElI entrenamiento en el CAS previene la subsecuente expresiéon de LTP
dependiente de BDNF en la via Bla-Cl.

e El entrenamiento en el CAS modifica la excitabilidad neuronal basal de la via
Bla-Cl.

7. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

7.1. Animales

Para la realizacién de este estudio se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con
pesos entre 350-380g, que tuvieron un periodo de habituacion de una semana a las
condiciones del bioterio, manteniéndose durante los experimentos en cajas individuales
de acrilico con agua y alimento ad libitum (excepto en la fases experimentales que
especifiquen lo contrario) y, en un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h, a una temperatura

ambiente promedio de 27°C.

7.2. Entrenamiento en el CAS

Al inicio del entrenamiento en el CAS, los animales fueron privados de agua por 24
horas. Posteriormente, se les entrend para beber agua dos veces al dia (10:00 y 18:00
horas) durante 10 minutos por cada sesién de entrenamiento en un periodo de cuatro
dias, durante los cuales se estableci6 la linea base de consumo. Los bebederos fueron
construidos con probetas graduadas cubiertas con tapones de caucho horadados con
boquillas de metal. El dia de la adquisicién los animales fueron privados de alimento y
se sustituyd el agua por un sabor novedoso, solucion de sacarina al 0.1% (Sigma, WI,
5.46 mM). Después de 10 minutos de la presentacion del estimulo novedoso, se
administré una dosis intraperitoneal de cloruro de litio (LiCl; 0.2 M; 9.37 ml/Kg) para
inducir el malestar gastrico. Después de la sesion de adquisicidn, a las ratas se les
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proporcion6é de nueva cuenta agua dos veces al dia con el fin de restablecer la linea
base de consumo de agua. Una vez restablecida la linea base, el agua fue sustituida
nuevamente por la soluciéon de sacarina 0.1% durante la prueba de aversion. La
disminucion en el consumo de sacarina con respecto a la ingesta de agua con dicho
sabor durante la sesion de adquisicion fue usada como parametro de la fuerza aversiva
del CAS (figura 16).

7.3. Procedimiento Electrofisiolégico

Durante los procedimientos quirurgicos y electrofisiolégicos, los animales fueron
anestesiados con pentobarbital (50 mg/Kg IP), suministrando inyecciones
suplementarias del mismo (25 mg/Kg) a intervalos de 1hr a fin de mantener los niveles
quirurgicos de anestesia. La temperatura del cuerpo fue mantenida a 35°C empleando
un cojin homeotérmico.

Con el fin de sustentar lo reportado por Escobar y colaboradores, acerca de la
capacidad del BDNF para inducir incrementos de larga duracion en la eficiencia
sinaptica de la via Bla-Cl(Escobar et al., 2003), se efectuaron registros
electrofisiologicos en ratas adultas in vivo. Brevemente, las respuestas fueron
registradas utilizando un electrodo monopolar de infusién (Escobar et al., 2003),
colocado en la region agranular de la Cl (figura 14 y 15), siguiendo las coordenadas
estereotaxicas: AP +1.2mm, ML 5.5 mm, DV -5.5mm (Paxinos y Watson, 1986). Los
electrodos de registro/infusiéon fueron construidos con una canula guia de calibre 33 de
acero inoxidable cubierta con un aislante, conectado a un cable de acero inoxidable
cubierto de teflén (0.005”, Medwire, Chicago IL, EUA). Este electrodo se acopl6 en su
parte superior a una manguera de polietileno acoplada a su vez a una jeringa Hamilton
de 10 pl comandada por una bomba de microinfusién (Cole Palmer Co.; EUA, figura 14
y 15).

Las respuestas fueron evocadas a través de la estimulacion directa del nucleo
basolateral amigdalino, empleando un electrodo bipolar trenzado de acero inoxidable
de 127 micrédmetros de diametro colocado en las siguientes coordenadas
estereotaxicas: AP -2.8mm, ML -5.0mm, DV -8.5mm £0.2 (Paxinos y Watson, 1986). La
estimulacion (pulsos monofasicos de 50-70 pA 'y 0.25 ms de duracién) fue suministrada
por un estimulador Grass S48 y aplicada al electrodo de estimulacion a través de una
unidad PSIUG. Las respuestas evocadas fueron enviadas a un amplificador Grass P5.
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Posteriormente, la sefal fue digitalizada para su almacenamiento y analisis en una
computadora provista con el software Datawave SciWorks (Longmont, CO). Para
inducir el efecto de BDNF sobre la plasticidad sinaptica de la proyeccion Bla-Cl, se
establecido una linea base de 20 minutos evocando respuestas cada 20 segundos
(0.05Hz). Posteriormente, se realizaron infusiones intraparenquimalmente en la Cl de
BDNF, la sustancia vehiculo o BDNF en compainiia del inhibidor de los receptores Trk
(K252a), y se obtuvieron registros post-infusion por 3 h con el fin de observar los
cambios en la pendiente de los PPSEs (Escobar et al., 2003). Asimismo, para evaluar
el efecto del entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente induccion de plasticidad
sinaptica inducida por BDNF, se realizé el mismo procedimiento electrofisioldgico, a
excepcion de la infusion de la sustancia vehiculo o de la neurotrofina acompafiada por

el inhibidor de los receptores Trk.

Estimulacio

\

A /
I

s

Figura 14. Esquema que muestra el lugar en el que fueron implantados los
electrodos. El lugar donde se coloca el electrodo de estimulacién en el nucleo basolateral
amigdalino y el electrodo de registro-infusion en la corteza insular (Modificado de Paxinos y
Watson, 1986).
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Figura 16. Esquema representativo de la segunda fase experimental. PA: Prueba de

aversion.

7.4. Curvas entrada-salida (1/0)

Con el propésito de determinar la eficiencia sinaptica para un rango determinado de

intensidades de estimulacion, se midi6 la relacion entre la entrada de corriente y la

salida de voltaje (I/O) en la via Bla-Cl utilizando multiplos de una intensidad basal (1x-

10x). La intensidad basal fue determinada como la estimulacidon necesaria para evocar

una respuesta de 10 mV.

7.5. Histoquimica de Nissl

Con el fin de verificar la posicion exacta de los electrodos en el cerebro de la rata, se

utilizo la técnica histolégica de Nissl. Tras los experimentos electrofisiologicos, los

animales fueron sacrificados mediante una sobredosis del anestésico pentobarbital.
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Posteriormente, los animales fueron perfundidos transcardialmente con 400 ml de
solucion salina al 9% (pH 7.4), seguido por 400 ml de paraformaldehido (4%),
glutaraldehido (0.2%) y amortiguador de fosfatos al 0.1M con pH 7.4. El periodo de
exposicion a los fijadores fue de 30 minutos. Los cerebros fueron entonces transferidos
a una solucién de sucrosa al 30% en PBS 0.1M (pH 7.4) en la cual se mantiene a 4°C
durante 48 horas. Secciones coronales de 40 ym fueron colectadas en amortiguador de
fosfatos tras su obtencion por microtomo de congelacion (LEICA RM 2000R). Las

muestras fueron tefidas con violeta de cresilo y examinadas en un microscopio de luz.

7.6. Analisis de datos

El andlisis de los datos generados durante los experimentos conductuales se efectud a
través del ANOVA factorial, en tanto el correspondiente a los experimentos
electrofisiologicos empleé el ANOVA para medidas repetidas. En ambos casos se
empled la prueba post-hoc de Fisher. Adicionalmente, para el CAS, teniendo como
objetivo analizar el porcentaje de consumo de agua con sacarina con respecto a la

linea base de cada animal se empleé un ANOVA de dos vias (ver anexo).

8. DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto fue dividido en las siguientes dos fases experimentales:
8.1. Fase 1
Con el fin de analizar la capacidad del BDNF para inducir incrementos de larga

duracion en la eficiencia sinaptica de la via Bla-Cl, los grupos experimentales fueron

divididos de la siguiente forma (figura 15, tabla 1):

» Grupo VEH (n=5): Animales que fueron sometidos al registro electrofisiolégico
antes descrito, este grupo recibi® una microinfusion de wuna solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS por sus siglas en inglés) (3ug/3ul; infundido a
una tasa de 0.2pul/min) en la Cl después de la obtencion de la linea base. Una
vez infundido el vehiculo, el registro electrofisioldgico continud por tres horas.

» Grupo BDNF (n=5):Animales que fueron sometidos al registro electrofisioldgico
antes descrito, este grupo recibié una microinfusion aguda de BDNFen la Cl (3pl;
infundido a una tasa de 0.2ul/min; Alomone Labs., Jerusalén, Israel). La

neurotrofina fue preparada en PBS como vehiculo, inmediatamente después del
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registro de la linea base (20 min). Una vez infundida la neurotrofina, el registro
electrofisiologico continuo por tres horas.

Grupo BDNF+K252a (n=5): Animales que fueron sometidos al registro
electrofisiologico de forma similar al grupo BDNF, pero este grupo recibiéo una
microinfusion aguda de BDNF en combinacién con el inhibidor de los receptores
Trk, K252a (3ug de BDNF/3ul de K252a 20 uM; infundidos a una tasa de
0.2ul/min; AlomonelLabs., Jerusalén, Israel). El K252a fue preparado en una
solucién de dimetilsulféxido (DMSO al 0.5%; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA).

Tras la microinfusion, el registro electrofisioldgico continud por tres horas.

8.2. Fase 2

Con el fin de analizar la influencia del entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente

induccion de la LTP dependiente de BDNF en la proyeccion Bla-Cl, asi como la

influencia de dicha tarea conductual sobre la excitabilidad neuronal en la misma via, los

animales fueron divididos de la siguiente forma (figura 16, tabla 1):

Grupo H,O+BDNF (n=8): Animales que en condiciones similares a las descritas
para el grupo BDNF fueron entrenados en el CAS 48 horas previas al registro
electrofisiologico, en ausencia del sabor novedoso; en sustitucion de la sacarina
se les presentod agua, evitando la asociacion sabor-malestar gastrico.

Grupo CAS+BDNF (n=10): Animales que en condiciones similares a las
descritas para el grupo BDNF fueron entrenados en el CAS 48 horas previas al
registro electrofisiologico.

Grupo pseudoCAS+BDNF (n=9): Animales que en condiciones similares a las
descritas para el grupo BDNF fueron entrenados en el CAS 48 horas previas al
registro electrofisiolégico, en ausencia del estimulo aversivo; en sustituciéon del
cloruro de litio se administr6 una inyeccion de PBS (vehiculo), evitando la

asociacion sabor-malestar gastrico.
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Registro

CAS , Electrofisioldg Microinfusion
(adquisicion) .
ICO
Buffer de fosfatos (PBS)
= v’
Veh (n=5) X 3 plaunatasa de 0.2 pl/min
Primera Factor neurotréfico derivado de
Fase BDNF (n=5) X v cerebro (BDNF)
3 ul a unatasa de 0.2 pl/min
BDNF + inhibidor de los
BDN('; :ngsza X v receptores Trk (K252a)
- 3 ul a una tasa de 0.2 pl/min
v BDNF
H,O+BDNF (n=8) v :
(agua + inyeccion de LiCl) 3 il aunatasa de 0.2 pl/min
El
Segunda - BDNF
= v’
Fase CAS+BDNF (n=10) . . . . 3 il a unatasa de 0.2 pl/min
(sacarina + inyeccion de LiCl)
EC+EI
v’
pseudoCAS+BDNF v BDNF
(n=9) (sacarina + inyeccion de PBS) 3 pl a una tasa de 0.2 pl/min
EC

Tabla 1. Breve descripcion de la condiciéon experimental para cada grupo en las dos
fases del experimento. EC: Estimulo condicionado, El: Estimulo incondicionado.

9. RESULTADOS

9.1. Resultados histolégicos

El analisis histolégico mostré que los electrodos de estimulacion y de infusion-registro
estuvieron correctamente colocados en el Bla y en la Cl respectivamente en todas las
ratas que fueron sometidas a la fase electrofisiolégica (figura 17). Aquellos animales en
los que los electrodos no mostraron una adecuada ubicacion, fueron excluidos del

analisis experimental.
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9.2. Resultados fase 1: Efecto del BDNF en la plasticidad sinaptica de
la via de comunicacion Bla-Cl.

Los PPSEs de la corteza insular consistieron en potenciales de 0.38 + 0.02 mV (media
+ E. E. M.) inducidos por pulsos monofasicos de 50-70 pA de 0.25 ms de duracion.
Estas respuestas comenzaron a los 2-3 ms post-estimulacion presentando su cresta a
los 7-9 ms con una pendiente promedio de 0.17 + 0.01 (figura 18), en concordancia con
estudios previos (Escobar et al., 1998a). El BDNF produjo un incremento de los PPSE
de campo en la Cl que comenzé a los 20 min después de la infusion de la neurotrofina,
estabilizandose después de 1 h de la microinfusién (Fig. 19, panel central). La infusién
de BDNF en combinacién con el K252a bloquea los incrementos inducidos por el BDNF
en la eficiencia sinaptica (figura 19, panel inferior). Ningun cambio fue observado en los
animales control que recibieron infusiones del vehiculo (figura 19, panel superior). El
ANOVA para medidas repetidas de los incrementos de la pendiente de los PPSE revel6
diferencias significativas entre los grupos, F2 2= 50.72; p < 0.001. La prueba post-hoc
de Fisher mostro diferencias significativas entre el grupo BDNF y el resto de los grupos
(p < 0.001), mientras que los grupos VEH y BDNF +K252a no presentaron diferencias
significativas entre si . Adicionalmente, la prueba post-hoc de Tukey corroboré las
diferencias, altamente significativas, obtenidas mediante el analisis con la prueba post-

hoc de Fisher.
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Figura 17. Ubicacion de los electrodos en la proyeccion Bla-Cl. Representacion
esquematica de la ubicacion de los electrodos en el Bla (electrodo de estimulacion, E) y en la
Cl (electrodo de infusion-registro, I/R), mostrando secciones coronales donde se observa la
correcta colocacion de los electrodos en la Cl y en el Bla. Barra de escala: 1 mm.

Figura 18. PPSEs en la Cl. Los trazos muestran ejemplos de los PPSEs tomados 10 minutos
antes (linea gris) y 180 minutos después (linea punteada) de la infusién de BDNF en la CI
(escala: 5 ms, 0.7 mV).
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Figura 19. Efectos de la microinfusion aguda de BDNF en las respuestas de la
proyeccién Bla-Clin vivo. Se observa el cambio porcentual de la pendiente de los PPSE de
campo durante 20 minutos de linea base, seguida por la microinfusion de BDNF (panel
superior). En el panel central se muestra como el inhibidor de los receptores Trk bloquea el
efecto de potenciacion que BDNF induce. Por ultimo, se muestra el efecto de la sustancia
vehiculo (PBS) sobre la transmisién sinaptica, donde no se observa ningin cambio significativo
posterior a la microinfusién (panel inferior). Los trazos muestran ejemplos representativos de
los PPSEs tomados 10 minutos antes (linea sélida) y 180 minutos después de la microinfusion
(linea punteada). Los numeros al interior de cada grafica representan la media (x E.S.)de la
pendiente de los PPSEs después de la microinfusion para cada grupo. Las barras indican el
periodo de infusion (15 min). Escala: 0.7 mV, 5 ms.

9.3. Resultados fase 2: El entrenamiento en el CAS modifica la

induccion subsecuente de LTP dependiente de BDNF en la Cl

9.3.1 Resultados conductuales

No se observaron diferencias significativas en el consumo de agua durantela linea
base, ni en el consumo de solucién sacarina durante la sesion de adquisicion entre los
grupos CAS+BDNF, pseudoCAS+BDNF y H,O+BDNF (figura 20). El promedio de
consumo de agua durante la linea base (+ E. E. M.) fue de (en ml): 17.11 £ 1.30, 19.45
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+ 0.75 y 21.12 + 0.82para los grupos H,O+BDNF, CAS+BDNF y pseudoCAS+BDNF
respectivamente. Sin embargo, el ANOVA factorial, comparando el consumo de
sacarina en la prueba de aversion, mostré diferencias significativas entre los tres
grupos mencionados (F224 = 50.38; p<0.001). El analisis post-hoc empleando la prueba
de Fisher indicé que el grupo CAS+BDNF presenté diferencias significativas con
respecto a los grupos pseudoCAS+BDNF y H,O+BDNF (p<0.001) durante la prueba de
aversion. Noétese que unicamente en el grupo en el que se asociaronlos

estimuloscondicionado e incondicionado presentaron aversién al sabor (figura 20).
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Figura 20. Consumo de sacarina durante el CAS.Consumo de sacarina en mililitros (media +
E. E. M.) durante la sesion de adquisicion y la prueba de aversién.** p<0.01.
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9.3.2 Resultados electrofisiolégicos:

El entrenamiento en el CAS modifica la posibilidad de inducir
subsecuente plasticidad sinaptica tras la infusion de BDNF en la Cl.

El andlisis de los resultados muestra que el entrenamiento en el CAS previene la
induccion de subsecuente plasticidad sinaptica en la via Bla-Cl tras la infusion de
BDNF. El grupo CAS+BDNFno presentoé incrementos en la eficiencia sinaptica en la ClI
(97.83 + 1.47) con respecto a la linea base (figura 21, panel central), a diferencia de los
grupos pseudoCAS+BDNF(141.99 + 2.14) y H,O+BDNF (147.25 + 1.68), los cuales
presentaron LTP tras la infusion intracortical de la neurotrofina (figura 21, panel
inferiorysuperior respectivamente). EI ANOVA de medidas repetidas comparando las
pendientes de los PPSEs después de la infusion aguda de BDNF mostré diferencias
significativas entre los tres grupos mencionados (F224 = 90.05; p < 0.001). El analisis
post-hoc empleando la prueba de Fisher mostrd diferencias significativas entre el grupo
CAS+BDNF en comparacion con los demas grupos (p<.0001), mientras que los grupos
pseudoCAS+BDNF y H,O+BDNF, no mostraron diferencias significativas entre si
(figura 21).

Estos resultados nos indican que el entrenamiento en el CAS inhibe la
subsecuente induccion de LTP inducida por BDNF en la Cl, y que dicha inhibicién no es
observada cuando se presenta solo el estimulo condicionado o el incondicionado

durante el entrenamiento.
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Figura 21. El entrenamiento en el CAS modifica la posibilidad de inducir LTP tras la
infusion de BDNF en la Cl. Graficasdonde se representa la media (+ E.S.) del porcentaje
de la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base (100%) para cada grupo.
Lasbarras indican el periodo de infusién (15min). Los trazos muestran ejemplos
representativos de los PPSEs tomados 10 minutos antes (linea solida) y 180 minutos
después de la infusién de BDNF (linea punteada). Los numeros al interior de cada grafica
representan la media (+ E.S.)de la pendiente de los PPSEs180 minutos después de la
infusion de BDNF para cada grupo. Escala: 0.7mV, 5 ms.
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9.3.3 El entrenamiento en el CAS incrementa la excitabilidad de las
neuronas de la proyeccion Bla-Cl

El analisis de las curvas I/O muestra que el entrenamiento en el CAS incrementa la
excitabilidad de la conexion neuronal Bla-Cl. El analisis de regresion no lineal de las
curvas /O revel6 diferencias significativas cuando se comparé al grupo CAS+BDNF
con los grupospseudoCAS+BDNF y H,O+BDNF (p<0.001). Esta evidencia sugiere que
el CAS produce un incremento en la eficiencia sinaptica de la via Bla-Cl, modificando la

excitabilidad de la misma (figura 22).
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Figura 22. El CAS modifica la excitabilidad de la proyeccién Bla-Cl. La gréfica
representa la media (xE.E.M.) delas curvas 1/O para los grupos CAS+BDNF,
pseudoCAS+BDNF y H,O+BDNF. Para construir la curva fueron utilizados multiplos (1-10)
de la intensidad basal, la cual fue determinada como la estimulacién necesaria para evocar
una respuesta de 0.10 mV.
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10. DISCUSION

El estudio de las bases celulares y moleculares que subyacen al aprendizaje y la
memoria ha sido uno de los objetivos de la neurociencia cognitiva durante las ultimas
décadas. Gracias a esto se han logrado dilucidar algunos de los mecanismos que
participan en el fortalecimiento de las conexiones sinapticas y, en consecuencia, en el
almacenamiento de informacién (Lynch, 2004).En la actualidad, las evidencias de que
las conexiones nerviosas se modifican como consecuencia de la actividad a la que han
sido sometidas, se han vuelto fundamentales para explicar como los organismos
almacenan informacion procedente de la interaccion con su medio ambiente.

El aprendizaje es el proceso por medio del cual adquirimos informacién, mientras
que la memoria se define como el proceso mediante el cual la informacion adquirida es
almacenada. Estos procesos requieren de la adaptacion de los circuitos cerebrales al
ambiente conforme vamos adquiriendo nuevas experiencias, permitiendo almacenarlas
por largos periodos y recuperarlas cuando nos son necesarias. Por ello, estos dos
procesos son considerados como la base de nuestra individualidad (Kandel y Hawkins
1992).

No obstante, aunque los circuitos neuronales estén expuestos a cambios
constantes, el sistema nerviosotiene la capacidad de mantener la actividad neuronal en
un rango funcional. Por ello, se ha postulado que el SN posee mecanismos que
modulan la plasticidad sinaptica manteniendo un estado que le permitira seguir
adquiriendo informacion.Los cambios en la morfologia y la eficiencia sinaptica son
ejemplos de las modificaciones versatiles que ocurren en las sinapsis como resultado
de la actividad. Se ha propuesto que las formas hebbianas de plasticidad pueden
requerir algunos tipos de regulacién homeostatica para preservar su adecuada funcion
(Davis 2006; Nelson y Turrigiano 2008).Existen diferentes expresiones de plasticidad
homeostatica que permiten estabilizar la actividad neuronal a través de mecanismos
que implican cambios globales en la fortaleza sinaptica, cambios en la excitabilidad
neuronal y una regulacion de la cantidad de sinapsis manteniendo al sistema en un
rango dinamico funcional para poder producirsubsecuentes cambios plasticos (Nelson y
Turrigiano 2008).

Se ha propuesto que las neurotrofinas actuan como reguladores clave de las
modificaciones sinapticas de largo plazo relacionadas al mantenimiento del aprendizaje

y la memoria (Reichardt, 2006). En particular, el BDNF ha emergido como un potente
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mediador de la plasticidad sinaptica estructural y funcional,expresandose
predominantemente en la neocorteza y el hipocampo, regiones fundamentales para el
procesamiento y almacenamiento de informacién, es por ello que el estudio de su
participacion en fendmenos de plasticidad sinaptica resulta de gran relevancia. Por
consiguiente y, dado que existen coincidencias entre los mecanismos celulares que
permiten el almacenamiento de informacion y fenomenos plasticos como la LTP o la
LTD (Malenka y Bear, 2004; Citri y Malenka, 2008), el presente proyecto consistié en
averiguar si el condicionamiento de aversion a los sabores modula la induccion de LTP
inducida por BDNF en la corteza insular, un area neocortical que es considerada como
el relevo final de la via gustativa y que se ha visto involucrada en el almacenamiento de

memorias aversivas.

10.1. La infusion de BDNF modifica la eficiencia sinaptica de Ia
proyeccion Bla-Cl

La memoria involucra cambios a corto plazo en las propiedades eléctricas y
alteraciones estructurales a largo plazo en las sinapsis. El BDNF modula ambas
expresiones de plasticidad sinaptica, o que sugiere que juega un papel importante en
el aprendizaje y la memoria (Soule et al., 2006; Bramham, 2007; Gomez-Palacio y
Escobar, 2007; Beckinschtein et al., 2007). Los resultados obtenidos en el presente
estudio muestran que la infusion intracortical de BDNF produce una potenciaciéon de
largo plazo en la via que emerge del nucleo basolateral amigdalino hacia la corteza
insular en ratas adultas anestesiadas. Estos resultados ofrecen confiablidad a los
resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de trabajo (Escobar et al., 2003).

La potenciacion observada en este estudio, se caracterizd por presentar un
incremento lento de la pendiente de los PPSEs, que inicid aproximadamente 20
minutos después de la infusidn, estableciéndose hacia la hora post-infusiéon y con una
duracion de al menos 3 horas, lo cual concuerda con lo reportado por Escobar vy
colaboradores en el 2003 y por Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar en el 2008, en los
que se mostré que el BDNF induce potenciacién, con una cinética similar a la
observada en el presente estudio, tanto en la via Bla-Cl como en las fibras musgosas
hipocampales respectivamente (Escobar et al., 2003; Gomez-Palacio-Schjetnan y
Escobar 2008).
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La mayoria de las formas de LTPestan caracterizadas por un cambio rapido en la
magnitud de los PPSEs (Li et al., 2011; Rodriguez-Duran et al., 2011; Hunt et al.,
2013). En contraste, para la potenciacion de inicio lento no hay cambios en los PPSEs
al momento de la induccion, pero existe un incremento gradual de la fortaleza de las
conexiones sinapticas. Esta potenciacion de inicio lento también ha sido observada tras
la aplicacién del agonista de los receptores a dopamina D1 y D5 (SKF38393)
(Navakkode et al. 2007). Otras moléculas capaces de inducir este tipo de LTP son la
NT-3, el carbacol y la forskolina (Wieraszko et al. 1993; Auerbach y Segal 1994,
Messaoudi et al. 2002; Navakkode et al. 2007; Ramos-Languren y Escobar, 2013).

Nuestros resultados concuerdan con estudios previos en los que se han evaluado
la participacién del BDNF en la transmisiéon sinaptica de circuitos corticales. En dichos
estudios, la aplicacion exdogena de BDNF produce una potenciacion de la transmision
sinaptica excitatoria de la corteza visual tanto in vivo como in vitro (Akaneya et al.,
1997; Carmignoto et al., 1997; Jiang et al.,, 2001). En estos estudios, una alta
concentracion de BDNF produce una potenciacion aguda de la transmisidén sinaptica
excitatoria basal (Carmignoto et al., 1997), mientras que bajas concentraciones de la
neurotrofina facilitan la LTP inducida por estimulacion tetanica (Akaneya et al., 1997).
Cabe destacar que la LTP en la via Bla-Cl es dependiente de la activacion de los
receptores NMDA, por tanto se ha propuesto que dicha potenciacion puede deberse a
la fosforilacion de estos receptores por las cascadas de sefalizacion iniciadas por el
BDNF (Lessmann, 1998).

Los efectos del BDNF en la plasticidad sinaptica estan ineluctablemente
relacionados con la activacion de su receptor TrkB. En este sentido, se ha reportado un
aumento en la transcripcion, el transporte y la traduccién de TrkB tras la actividad de
alta frecuencia capaz de inducir LTP (Pereira y Chao, 2007). La sefalizacion
BDNF/TrkB incrementa la transmision sinaptica in vivo, asi como el aprendizaje
conductual dependiente del hipocampo y de la neocorteza (Tyler y Pozzo-Miller, 2001;
Messaoudiet al., 2002; Ying et al., 2002). En este sentido, nuestros resultados
muestran que el incremento inducido por BDNF en la via Bla-Cl fue bloqueado por la
administraciéon conjunta de K252a (Berg 1992; Escobar et al. 2003; Gomez-Palacio-
Schjetnan y Escobar 2008; Diogenes et al. 2011), un inhibidor de los receptores de
tirosina cinasa que es capaz de interactuar con los receptores TrkA, TrkB y TrkC (Kase
et al. 1986; Jiang et al. 2001; Lee y Chao 2001; Messaoudi et al. 2002; Ou y Gean
2006; Tamura et al. 2006; Kolarow et al. 2007). Previamente se ha reportado que la
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inhibicion farmacoldgica de los receptores Trk por K252a en dosis similares a las
utilizadas en este estudio también bloquea los efectos producidos por las neurotrofinas
en la plasticidad sinaptica in vivo (Messaoudi et al. 1998, 2002; Jiang et al. 2001;
Castillo et al. 2006; Ou y Gean, 2006; Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008;
Ramos-Languren y Escobar, 2013).

10.2. El CAS moadifica la capacidad de inducir LTP generada por BDNF
en la proyeccion Bla-Cl

Actualmente sabemos que la historia de actividad de las neuronas modifica la manera
en que éstas responderan a futuros estimulos, dichos cambios forman parte de una
serie de mecanismos llamados plasticidad homeostatica, entre los que destaca la
metaplasticidad (Abraham y Bear, 1996). La metaplasticidad es un cambio en la
posibilidad de inducir subsecuente plasticidad sinaptica (Abraham y Bear, 1996). Un
efecto metaplastico se puede observar cuando la conducta modifica la posibilidad de
inducir subsecuente LTP (Quinlan et al., 2004), asimismo, cuando la induccién previa
de LTP es capaz de modificar la conducta. Por ello, en la segunda fase de este estudio
se evaludé la influencia del aprendizaje de la tarea conductual denominada
condicionamiento de aversion a los sabores, sobre la subsecuente induccion de LTP en
la via Bla-Cl generada por la infusion aguda de BDNF (3ug/3ul).

El CAS es un entrenamiento conductual en el cual se asocia un estimulo gustativo
con una irritacion gastrica. Dicha asociacion es capaz de promover modificaciones
plasticas en la Cl, como cambios en la actividad del gen de expresién temprana c-fos
(Bernstein y Koh, 2007) o cambios en la distribuciéon de los mapas sensoriales de la
corteza gustativa en ratas (Accolla y Carleton, 2008). En conjunto, estas evidencias
muestran que el entrenamiento en el CAS puede modular las propiedades de las
neuronas en la Cl. Los resultados del presente estudio muestran que el entrenamiento
en el CAS previene la inducciéon subsecuente de LTP generada por la infusion de
BDNF en la CI. Estos resultados coinciden con lo obtenido en estudios recientes de
nuestro laboratorio, en los que se muestra que el entrenamiento en el CAS inhibe la
subsecuente induccion de LTP en la Cl por estimulacion de alta frecuencia (Rodriguez-
Duran et al., 2011). Asimismo, estudios previos de nuestro laboratorio, muestran que la

induccion de LTP en la CI previa al entrenamiento en el CAS modifica la extincion de
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este condicionamiento (Escobar et al.,, 2002). Tales resultados sugieren una
coincidencia entre los mecanismos que subyacen al CAS y a la LTP de la Cl.

Los resultados aqui presentados son consistentes con los mostrados por Rioult-
Pedotti en 2000 y Quinlan y colaboradores en 2004, quienes observaron
modificaciones en la LTP neocortical (corteza motora y olfativa, respectivamente)
debidas al entrenamiento previo en una tarea conductual (Rioulti-Pedotti et al., 2000;
Quinlan et al., 2004). Las dos investigaciones mencionadas junto con la nuestra
muestran que existe una estrecha relacion entre la conducta y la expresion de LTP
localizada en diferentes areas neocorticales. Asimismo, nuestros resultados ponen de
manifiesto la importancia que tiene la proyeccién Bla-Cl para el procesamiento del
CAS.

Estudios previos han reportado que el BDNF regula la excitabilidad neuronal
producida por un bloqueo de la actividad (Rutherford et al., 1998; Desai et al., 1999).
Ademas, de manera similar a nuestros resultados, Messaoudi y colaboradores (2002)
reportaron que la LTP generada por estimulacién de alta frecuencia en la via que va del
patrén perforante al giro dentado, es capaz de bloquear los incrementos en la eficiencia
sinaptica generados por la administracion exdogena de BDNF en concentraciones
similares a las empleadas en el presente proyecto.

Actualmente se considera que lainformacién gustativaingresa al SN hasta
alcanzar su relevo final en la Cl, mientras que la informaciéon aversiva activa a la
corteza insular a través de la via amigdalo-cortical (Bermudez-Rattoni, 2004;
Bermudez-Rattoni et al., 2005). A este respecto se ha demostrado que la inactivacion
de la amigdala poco antes de la presentacidén del estimulo gustativo no afecta el CAS,
mientras que la inactivacion de esta estructura después de la presentacion del estimulo
gustativo o antes de la presentacion del estimulo aversivo impide la induccion de dicho
condicionamiento (Gallo et al., 1992). Asimismo, se ha observado que el entrenamiento
en el CAS origina incrementos en la actividad glutamatérgica de la amigdala y la
corteza insular (Miranda et al., 2002; Guzman-Ramos et al., 2010). Aunado a esto, el
entrenamiento en el CAS modula las respuestas gustativas tanto en la amigdala como
en la Cl (Accolla y Carleton, 2008; Grossman et al., 2008). Nuestros resultados
muestran que la proyeccion Bla-Cl, estrechamente relacionada con la asociacion de
estimulos gustativos y aversivos, experimenta un incremento en el umbral para la
induccion de LTP durante la formacion del CAS. Dicho cambio metaplastico no es

observado cuando se presentan los estimulos condicionado (sacarina) e
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incondicionado (LiCl) por separado, lo cual subraya que es necesaria la asociacion
entre la sacarina y el malestar gastrico inducido por el LiCl para que se generen los

cambios plasticos asociados al trazo de memoria del CAS.

10.2.1. El CAS produce un incremento en la excitabilidad neuronal en
la via Bla-Cl

El entrenamiento en tareas conductuales puede promover un incremento en la
eficiencia sinaptica reflejado en una facilitaciéon en la excitabilidad de las neuronas
(McKernan y Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan et al., 1997; Rioult-Pedotti et al., 1998;
Cooke y Bear, 2010). Dicha facilitacién puede ser observada a través de un aumento
en las curvas entrada-salida (I/O)(Rioult-Pedotti et al., 2000; Schroeder y Shinnick-
Gallagher, 2005; Hong et al., 2011), lo cual pone de manifiesto que la via neuronal
responde de una manera mas efectiva a una estimulaciéon determinada. Asimismo, se
ha observado que una modificacion en la eficiencia sinaptica iniciada por el
entrenamiento en tareas conductuales modifica la habilidad de inducir subsecuente
plasticidad sinaptica (Rioult-Pedotti et al., 2000; Schroeder y Shinnick-Gallagher, 2005;
Cooke y Bear, 2010). Nuestra investigacién revela que el CAS promueve un incremento
en las curvas /O, un resultado que concuerda conlo reportado por Rodriguez-Duran y
colaboradores (2011), sugiriendo que dicho condicionamiento induce per se un
incremento en la eficiencia sinaptica de la proyeccién Bla-Cl que se relaciona con el

cambio en la posibilidad de inducir subsecuentemente LTP en la ClI.

10.2.2. Posibles mecanismos moleculares

La identidad molecular que subyace a la metaplasticidad no ha sido del todo
esclarecida. Como se menciond en lineas anteriores, se ha demostrado que el
entrenamiento en el CAS modifica la posibilidad de inducir LTP en la Cl (Rodriguez-
Duran et al., 2011), y que la induccién de LTP en dicha proyeccién modifica la retencién
del CAS (Escobar et al.,, 2002), lo cual sugiere que los dos fendbmenos comparten
mecanismos moleculares para ejercer sus acciones. El efecto metaplastico descrito en
la presente investigacion sugiere que el CAS modifica el umbral de modificacion o 6m,
el cual determina la direccion del cambio de la eficiencia sinaptica en la via Bla-Cl.

Se ha propuesto que el BDNF podria comandar algunas de las acciones

esenciales que regulan la induccion de subsecuente plasticidad sinaptica (Nelson y
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Turrigiano 2008). Recientemente, estudios de nuestro laboratorio mostraron que el
BDNF modifica la plasticidad sinaptica funcional inducida por HFS en las sinapsis de
las fibras musgosas in vivo (Schjetnan y Escobar, 2012). Estos resultados, junto con los
del presente estudio concuerdan con los trabajos que reportan que, incluso estimulos
de baja frecuencia (10Hz) pueden inhibir la induccion posterior de LTP (Fuijii et al. 1991;
Huang et al. 1992).

Actualmente, los receptores NMDA son considerados como unos de los
principales responsables de la induccién de diversos fendbmenos plasticos, debido a
determinadas caracteristicas como su permeabilidad al calcio y su capacidad de censar
la actividad repetitiva (Voglis y Tavernarakis, 2006; Citri y Malenka, 2008). Se ha
reportado que los receptores NMDA se encuentran involucrados en la induccion de
diversas expresiones de plasticidad sinaptica como la LTP y la LTD (Malenka y Bear,
2004; MacDonald et al., 2006; Citri y Malenka, 2008; Molnar, 2011). Ademas, estos
receptores también se encuentran relacionados con la memoria de diversas tareas de
aprendizaje, incluyendo el CAS (Escobar et al., 1998a; Bermudez-Rattoni, 2004).

Asimismo, se ha encontrado que el receptor NMDA también juega un papel crucial
en las diferentes expresiones de plasticidad homeostatica como el escalamiento
sinaptico o la metaplasticidad. Incluso se ha reportado que la conducta promueve
cambios metaplasticos que dependen de los receptores NMDA (Quinlan et al., 2004;
Schroeder y Shinnick-Gallagher, 2004; Rebola et al., 2011).

Una serie de experimentos llevados a cabo en la corteza visual han mostrado que
en animales expuestos a la oscuridad, los umbrales de induccién de LTP y LTD son
modificados, en parte debido a la modulacién generada por la composiciéon de las
subunidades del receptor NMDA y a las diferentes corrientes de calcio producidas
(Philpot et al. 2003; Quinlan et al. 2004). En este orden de ideas, se ha reportado que
la incubacién de cultivos corticales e hipocampales con BDNF, incrementa,
selectivamente y de forma aguda, la fosforilacion de la subunidad NR2B de los
receptores NMDA, y que este incremento es dosis-dependiente (Lin et al., 1998).
Asimismo, se sabe que los receptores que contienen dicha subunidad poseen una
mayor resolucién ante estimulos de baja frecuencia, como los que inducen LTD
(Quinlan et al. 2004; Pérez-Otafio y Ehlers 2005).Adicionalmente, en un estudio
realizado por Sajikumar y colaboradores en el 2011, se encontré que el BDNF participa
en el mantenimiento de los cambios plasticos generados por la LTD tras la aplicacion
de estimulacion de alta frecuencia en la misma via (Sajikumar y Korte, 2011).
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Se sabe que la induccion de LTP y el entrenamiento en tareas conductuales
generan un incremento en la expresion de BDNF (Bramham et al., 1996). Este
incremento en los niveles de la proteina madura podria implicar una escision local de la
proteina inmadura, pro-BDNF, en los compartimentos dendriticos. Dicho proceso de
maduracion de la neurotrofina es mediado por el activador tisular del plasminégeno
(tPA, por sus siglas en inglés), el cual puede ser rapidamente activado dependiendo de
la actividad sinaptica. En este sentido, existen evidencias que indican que la induccién
de LTP en el hipocampo incrementa la transcripcién del tPA (Pang y Lu, 2004). De
igual forma, la inhibicién de la actividad tanto de BDNF como del tPA, resultan en
deterioros significativos en el mantenimiento de la LTP y en la memoria de largo plazo
(Pang y Lu, 2004). Interesantemente, en ausencia delaescision, el pro-BDNF puede
generar un efecto opuesto al inducido por la proteina madura, esto a través de su unién
al receptor de alta afinidad para las pro-neurotrofinas, p75. Asi, mientras el BDNF
promueve la induccién de LTP, el pro-BDNF favorece la induccién de LTD (Lu et al.,
2005; Cunha et al., 2010). Dichas evidencias sugieren la intrigante posibilidad de que la
actividad previa pueda influenciar la funcion de BDNF al regular laescision del pro-
BDNF. En linea con lo anterior, en un estudio reciente llevado a cabo por Yeh y
colaboradores (2012), se encontré que el someter a ratas a estrés prenatal genera un
cambio metaplastico, el cual se ve reflejado en un decremento en la posibilidad de
inducir LTP, favoreciendo la induccién de LTD en la region CA1 del hipocampo. En
adicion, estos cambios correlacionaron con un incremento en los niveles endégenos de
pro-BDNF y un decremento en los niveles de la proteina madura. Asimismo, los sujetos
sometidos a estrés prenatal presentaron un decremento significativo en la expresion y
la actividad del tPA. Esto sugiere que la conversion de pro-BDNF a la forma madura de
BDNF juega un rol importante en las propiedades plasticas de los circuitos neuronales,
modulando el umbral para la generacion de subsecuentes cambios de larga duracién
(Yeh et al., 2012). En este sentido, se conoce que en el condicionamiento de aversion a
los sabores, el malestar gastrico producido por la administracion de LiCl, genera un
evento estresante en el animal (Brand et al., 2008).Dicho eventopodria estar
modulandoel efecto metaplastico reportado en el presente estudio a través de eventos
moleculares similares a los reportados por Yeh y colaboradores (2012).

Un amplio cuerpo de evidencias ha demostrado que el bloqueo genético o
farmacolégico de la senalizacion BDNF y su receptor TrkB resulta en déficit en el
mantenimiento de la LTP (Korte et al., 1995; Korte et al., 1996; Patterson et al., 1996;
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Patterson et al., 2001; Minichiello et al., 2002;Pang et al., 2004). Sin embargo, poco se
sabe acerca de las consecuencias que tiene el incremento cronico de dicha
neurotrofina; y dada la relevancia que el BDNF ha tenido en el ambito clinico como una
molécula con potencial terapéutico para el tratamiento de varios déficits cognitivos,
dicho aspecto deberia ser evaluado en detalle. En los pocos estudios que existen, se
ha encontrado que la sobreexpresion de BDNF en el SNC induce déficits en el
aprendizaje de tareas conductuales tanto instrumentales como espaciales (evitacién
pasiva, laberinto acuatico de Morris, y laberinto radial de ocho brazos) y deterioro en la
formacion de memoria a corto plazo, ademas de incrementar la excitabilidad neuronal y
la susceptibilidad a ataques epilépticos (Croll et al., 1999; Cunha et al., 2009). Estos
resultados indican que un incremento cronico en la expresion de BDNF podria resultar
en efectos adversos sobre el aprendizaje y la memoria; lo que resalta la necesidad de
mecanismos homeostaticos que regulen los cambios inducidos por la actividad.

La senalizacion BDNF/TrkB desencadena cascadas moleculares de proteinas,
como la de las MAPK, PLC-y y PI3K, las cuales convergen en la activacion de factores
de transcripcion (e.g., CREB), para inducir la expresion génica de moléculas
involucradas en la plasticidad sinaptica como Arc y Zif268 (Minichiello, 2009; Minichiello
et al., 2002). A través de estas vias de sefalizacién, el BDNF regula los cambios
dependientes de la actividad. En relacion a esto, se ha reportado que Arc, el cual es
inducido rapidamente por actividad neuronal, modula la homeostasis del circuito
neuronal a través del escalamiento sinaptico de los receptores AMPA por medio de su
interaccién con la dinamina y la endofilina, proteinas que forman parte de una via que
favorece la endocitosis selectiva de dichos receptores (Chowdhury et al., 2006). Asi, en
ausencia de Arc o en condiciones de inactividad crénica, donde la expresion de Arc es
dramaticamente reducida, se genera un cambio en la distribucién de los receptores
AMPA, permitiendo la insercion de estos en la membrana postsinaptica. Contrario a
esto, en condiciones de actividad persistente, como podria ser el proceso de
adquisicion, consolidacion y mantenimiento de un aprendizaje como el CAS, los altos
niveles de Arc son capaces de facilitar la endocitosis de tales receptores, permitiendo
modular la estabilidad del circuito para preservar los trazos de memoria (Shepherd et
al., 2006).
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10.2.4. El BDNF como un actor molecular fundamental para Ia
modulacion metaplastica de la interaccion CAS-LTP en la CI

Se ha demostrado que la Cl posee un rol crucial en la adquisicién, consolidacion,
mantenimiento y extincion del CAS en una forma dependiente de BDNF (Ma et al.,
2011; Martinez-Moreno et al., 2011; Rodriguez-Serrano et al., 2014). Estudios llevados
a cabo por nuestro grupo de investigacion, en conjunto con los resultados obtenidos en
el presente trabajo, nos permiten postular al BDNF como un actor fundamental en la
modulacién metaplastica de la interaccion CAS-LTP en la CI.

Escobar y colaboradores (2002) demostraron que la induccion de LTP en la ClI
previa al entrenamiento en el CAS aumenta la retencion de este condicionamiento
(Escobar et al., 2002). De manera similar, la infusién aguda de BDNF en la Cl previa al
entrenamiento en el CAS modifica la retencién de ésta tarea, a través de la activacion
de MAPK y PI3K en la CI (Castillo et al., 2006; Castillo y Escobar, 2011), sugiriendo
que el BDNF genera un incremento en la eficiencia sinaptica similar al inducido por la
estimulacion de alta frecuencia, dando lugar a la activacion de cascadas metabdlicas
que convergen en la activacion de CREB, permitiendo la sintesis de nuevas proteinas
relacionadas con el mantenimiento de la memoria del CAS. Estudios recientes,
demuestran que la infusion intracortical de BDNF es capaz de promover la extincion del
CAS, mostrando que la administracion exégena de BDNF incrementa el consumo de
sacarina desde el primer ensayo de extincion, lo cual sugiere que la neurotrofina inicia
los mecanismos relacionados con la extincion en la Cl (Rodriguez-Serrano et al., 2014).
Si consideramos que la extincion del CAS implica la adquisicion de una nueva
memoria, tales resultados concuerdan con los descritos anteriormente. Por otra parte,
nuestras investigaciones han demostrado también que el entrenamiento en el CAS
bloquea la posibilidad de inducir subsecuente LTP en la Cl, y que dicho fenédmeno es
dependiente de los receptores NMDA y de la actividad diferencial de proteinas cinasas
como PKA y PKC (Rodriguez-Duran et al., 2011; Rodriguez-Duran y Escobar, 2014).
Adicionalmente, nuestros resultados indican que el entrenamiento previo en el CAS
tambiénes capaz de prevenir la inducciéon de LTP generada por la infusion de BDNF en
la Cl. Dichos resultados nos permiten postular que elentrenamiento en el CAS modula
los cambios plasticos subsecuentes en la Cl, sugiriendo que los cambios metaplasticos
expresados en los circuitos neuronales de la via Bla-Cl contribuyen a la formacion y

persistencia de memoriasaversivas.
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11. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos, se considera importante explorar de manera
general los mecanismos moleculares que participan en la modulacion metaplastica del
CAS sobre la LTP generada por la infusion de BDNF en la Cl, permitiendo dilucidar el
papel diferencial que puedan ejercer diversas moléculas en la generacién y el
mantenimiento de dicho fendmeno. Adicionalmente, se sugiere explorar los efectos de

la infusion de BDNF en la Cl posterior aun protocolo deextincion del CAS.

12. CONCLUSION

Los resultados derivados del presente estudio muestran que:

1. El entrenamiento en el CAS bloquea la subsecuente induccion de LTP
generada por BDNF en la via de comunicacién Bla-Cl.

2. El entrenamiento en el CAS incrementa la excitabilidad de las neuronas de la
proyeccion Bla-Cl, que se refleja en un incremento de las curvas I/O. Este
resultado sugiere que el entrenamiento en el CAS induce un incremento en la
eficiencia sinaptica de la proyeccion Bla-Cl, que a su vez modifica la posibilidad
de inducir plasticidad sinaptica subsecuente.

3. Y que el efecto del CAS sobre la induccién subsecuente de LTP generada por
BDNF en la Cl es persistente por lo menos hasta 48 horas después del
entrenamiento

En resumen, nuestros resultados muestran que el entrenamiento en el CAS

modifica persistentemente las propiedades sinapticas de la proyecciéon Bla-Cl,
sugiriendo que los cambios en la habilidad de inducir plasticidad sinaptica subsecuente

contribuyen a la formacion y mantenimiento de memorias aversivas.
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14. ANEXO

Adicionalmente, el andlisis efectuado a través del ANOVA de dos vias, de la ingesta
de liquido con respecto a la linea base de consumo, revel6 diferencias significativas
entre los tres grupos (F224 = 114.0; p<0.001) durante la prueba de aversion.
Asimismo, la prueba post-hoc de Tukey arrojé diferencias significativas para el
grupo CAS+BDNF con respecto a los grupos pseudoCAS+BDNF y H,O+BDNF
(p<0.001) durante la prueba de aversién. Mientras que para el consumo de agua o
agua con sacarina durante la sesion de adquisicion, se obtuvieron diferencias
significativas entre el grupo H;O y el resto de los grupos (CAS+BDNF vy
pseudoCAS+BDNF). Esto se explica en funcién de la presencia de neofobia* en los

animales que consumieron el sabor novedoso.
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Porcentaje de consumo de liquido con respecto a la linea base.

* Neofobia: Fendmeno de rechazo innato que se presenta al consumir un sabor novedoso, caracterizado
por una reduccion en el consumo del mismo (Siegel, 1974; Domjan, 1977 citado por Gutiérrez et al.,
2003).
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