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|. RESUMEN

Hoy en dia se sabe que la historia de activaciéon de las neuronas modula las
respuestas futuras a determinados estimulos. En este sentido, se ha observado que
la actividad neuronal es capaz de modificar el umbral para la induccion de
subsecuente plasticidad sinaptica y este fendmeno es conocido como
metaplasticidad. Dicho fendmeno modula homeostaticamente la eficiencia de las
conexiones sinapticas para mantener la actividad neuronal en un rango dinamico
funcional y promover la estabilidad que es crucial para el almacenamiento de
informacion. Aunado a esto, estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado
gue el entrenamiento previo en el condicionamiento de aversion a los sabores (CAS)
impide la subsecuente induccion de potenciacion de largo plazo (LTP) en la
proyeccién que va del ndcleo basolateral amigdalino (BLA) hacia a la corteza insular
(CI). Asimismo, hemos reportado que la induccion de LTP en la Cl de manera previa
al entrenamiento en el CAS modifica el proceso de extincion de esta tarea. La
extincion de la memoria es un proceso que implica la formacion de un nuevo trazo
asociativo que inhibe la expresién de la memoria adquirida originalmente. Por otra
parte, numerosas evidencias experimentales sugieren que la proteina fosfatasa
calcineurina (CaN) esta implicada en la extincion de diversas tareas conductuales.
El objetivo del presente estudio fue explorar el efecto de la extincién del CAS en la
posterior induccién de LTP en la via BLA-CI in vivo, asi como evaluar la participacion
potencial de CaN en este proceso. Para tal propdsito, 48 h después de la extincion
del CAS, los animales recibieron estimulacion de alta frecuencia en el BLA con el
fin de inducir LTP en la CI. Nuestros resultados mostraron que la extincion del CAS
permite la induccion pero no el mantenimiento de la LTP en la Cl, ademas de
incrementar la expresion de CaN en esta region cortical. Estos hallazgos revelan
gue el entrenamiento en la extincion del CAS impide el mantenimiento de la LTP
generada en la via BLA-CI a través de un incremento en los niveles de CaN en dicha

region, sugiriendo una regulacion homeostatica en esta via.
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1. ABSTRACT

Nowadays it is known that the history of activity of neurons modulates future
responses to certain stimuli. In this respect, it has been observed that neuronal
activity is able to modify the threshold for the induction of subsequent synaptic
plasticity and this phenomenon is known as metaplasticity. Such phenomenon
modulates homeostatically the efficiency of the synaptic connections to maintain the
neuronal activity in a functional dynamic range and to promote the stability that is
crucial for the storage of information. In addition, previous studies in our laboratory
have shown that previous training in conditioned taste aversion (CTA) prevents the
subsequent induction of long-term potentiation (LTP) in the projection from the
basolateral nucleus of the amygdala (BLA) to the insular cortex (IC). Likewise, we
have reported that the induction of LTP in the IC prior to training in the CTA modifies
the extinction process of this task. Memory extinction is a process that involves the
formation of a new associative trace that inhibits the expression of original memory.
On the other hand, a body of evidence has suggested that protein phosphatase
calcineurin (CaN) is involved in the extinction of several behavioral tasks. The aim
of the present study was to explore the effect of CTA-extinction on the subsequent
induction of LTP in the BLA-IC pathway in vivo, as well as the potential participation
of CaN in this process. For this purpose, 48 h after the extinction of CTA, the animals
received high frequency stimulation in BLA in order to induce LTP in the IC.
Additionally, we evaluate the potential participation of CaN expression of CaN in this
process. Our results showed that extinction of CTA allows the induction but not the
maintenance of the LTP in the IC, in addition to increasing the expression of CaN in
this region. These findings reveal that training in CTA-extinction prevents the
maintenance of BLA-IC pathway-LTP through an increase in CaN levels in the IC,

suggesting a homeostatic regulation in this pathway.
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1. INTRODUCCION

A lo largo del tiempo se ha tratado de comprender cémo la experiencia modifica el
sistema nervioso para mantener la informacién y cambiar el repertorio conductual
en funcion de las condiciones ambientales. Por ende, 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 al
estudio de dichos fendmenos, a través de una variedad de niveles de analisis, 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).

A principios del siglo pasado Santiago Ramon y Cajal propuso que los
cambios en la fuerza de las conexiones sinapticas son un mecanismo gue subyace
al aprendizaje y la memoria (citado por Kandel, 2001), idea que en 1949 Donald
Hebb integré en su modelo sinaptico que postula que cuando “el axon de una célula
A estd 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). Sin embargo, no fue hasta el
descubrimiento de la potenciacion de largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés)
(Bliss y Legmo, 1973; Lemo, 1966) que existid evidencia experimental que apoyara

tales propuestas.
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Actualmente, la LTP representa un fenédmeno importante para el estudio
del repertorio de cambios plasticos que expresan las células del sistema nervioso y
por ello es uno de los modelos experimentales mas utilizados para estudiar
fenomenos relacionados con el almacenamiento de informacion (Malenka y Bear,
2004; Nicoll, 2017). Sin embargo, para que la rigueza del aprendizaje y la memoria
surjan de fendmenos plasticos, como la LTP y, su contraparte, la depresion de largo
plazo (LTD, por sus siglas en inglés), deben existir mecanismos reguladores

(Turrigiano, 2011, Vitureira y Goda, 2013).

Al dia de hoy, se conoce que el sistema nervioso posee la capacidad de
mantener la actividad neuronal en un rango dinamico funcional gracias a un
mecanismo de retroalimentacion negativa que es capaz de mantener los cambios
en la transmision sindptica sin que el sistema experimente un estado de saturacién
0 quiescencia. Tal mecanismo es conocido como plasticidad homeostatica, y es un

tipo de plasticidad no hebbiana (Pozo y Goda, 2010).

En este sentido, se ha reportado que la adquisicion de un aprendizaje
aversivo es capaz de modificar la capacidad de expresar subsecuente LTP tanto en
el hipocampo (Hirata et al., 2009, Xu et al., 2014) como en la neocorteza (Rivera-
Olvera, Rodriguez-Durdn y Escobar, 2016; Rodriguez-Duran y Escobar, 2014;

Rodriguez-Duran, Martinez-Moreno y Escobar, 2017).

La corteza insular (Cl), o corteza gustativa, es una region de la neocorteza
temporal involucrada en el procesamiento de varios paradigmas de aprendizaje,

entre los que se encuentra el condicionamiento de aversion a los sabores (CAS), un
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paradigma ampliamente utilizado para el estudio de procesos de aprendizaje y
memoria que implica la supervivencia y adaptacion de las especies (Bermudez-
Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni, 2014). Dicha region neocortical juega un papel
importante en la adquisicion, almacenamiento y extincion del CAS (Bermudez-

Rattoni, Nufiez-Jaramillo y Balderas, 2005).

El proceso de extincidbn consiste en el decaimiento en frecuencia e
intensidad de una respuesta condicionada debido a la presentacion repetida del
estimulo condicionado (EC) en ausencia del estimulo incondicionado (El) (Quirk y
Mueller, 2008; Rescorla 2001). Mientras que algunos autores han propuesto que la
extincion estaria dada por una destruccion o borrado de la asociacion original (EC—
El) (Rescorla y Wagner, 1972 citado por Bouton, 2004), diversas evidencias
experimentales respaldan la vision actual que propone que dicho proceso no
consistiria en una pérdida u olvido de esta asociacion original, sino en la adquisicién
de un nuevo aprendizaje en el que el EC no predice la aparicién del El (Bouton,
2004; Maren, 2011; Maroun, Kavushansky, Holmes, Wellman y Motanis, 2012;
Myers y Davis, 2002). Aunado a lo anterior, se han encontrado ciertas coincidencias
en los eventos celulares y moleculares que subyacen a la consolidacién de la
memoria de extincion y la memoria original (Lu, Walker y Davis, 2001, Santini, Muller
y Quirk, 2001). No obstante, algunos trabajos en los que se estudian los
mecanismos de la extincion han mostrado la ocurrencia de eventos moleculares
antagonicos a los que ocurren durante la adquisicion y consolidacion del trazo de

memoria original, tales como la depotenciacion sinaptica y la activacion de la
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proteina fosfatasa calcineurina (CaN) (Lin, Lee y Gean, 2003a; Lin et al., 2003b; Lin,

Yeh, Lu y Gean, 2003c).

Por otra parte, en estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de
trabajo, hemos reportado que la induccién de LTP en la Cl de manera previa al
entrenamiento en el CAS es capaz de modificar la extincion de esta tarea (Escobar
y Bermudez-Rattoni, 2000). Asimismo, nuestras investigaciones han demostrado
que el entrenamiento en el CAS bloquea la subsecuente induccion de LTP,
generada, ya sea por estimulacién de alta frecuencia (Rodriguez-Duran, Castillo,
Moguel-Gonzélez y Escobar, 2011; Rodriguez-Duréan y Escobar, 2014) o bien por la
microinfusion del factor neurotrofico derivado de cerebro (BDNF, por sus siglas en
inglés) (Rivera-Olvera et al., 2016) en la Cl de los animales entrenados. Sin
embargo, desconocemos el papel que juega la extincion del CAS en la regulacién

homeostatica de la plasticidad sinaptica en la CI.
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1. Lapotenciacion de largo plazo (LTP)

Una de las caracteristicas mas notables del cerebro es su capacidad para
almacenar grandes cantidades de informacion. 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 finales de los afios 60 y principios de la década de los 70's, Tim Bliss y
Terje Lemo realizaron una serie de experimentos describiendo que breves trenes
de estimulacién de alta frecuencia aplicados en la proyeccion que emerge de la via
perforante hacia el giro dentado del hipocampo de conejos, causaban un incremento
en la fortaleza de las conexiones sinapticas (Lemo, 1966; Bliss y Gardner-Medwin,
1973; Bliss y Lemo, 1973). Dicho fenomeno fue denominado como potenciacion de
largo plazo (Figura 1), el cual es definido en la actualidad como un incremento de
larga duracion en la eficiencia sindptica dependiente de la actividad (Abraham,
2008; Nicoll, 2017). Hoy en dia se conoce que es posible inducir LTP en
practicamente todas las areas del sistema nervioso (Abraham, 2008; Citri y
Malenka, 2008; Nicoll, 2017), ademas de presentarse en diversas especies de
animales, como en conejos, gatos, ratas, ratones, invertebrados e incluso en
humanos (Abraham, 2008; Citri y Malenka, 2008; Dringenberg, Oliveira y Habib,
2008; Kitagawa et al.,, 2004; Muller, Orekhov, Liu, Ziemann, 2007; Otsubo,

Maekawa, Nagai, Sakio, Hori, 2008; Roberts y Glanzman, 2003).
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Figura 1. Ejemplo de potenciacion de largo plazo. La grafica muestra la pendiente de los
potenciales post-sinapticos excitatorios (PPSEs) 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
aplicacioén de los trenes (escala: 0.5 mV, 10ms; modificado de Citri y Malenka., 2008).

Inicialmente la LTP fue reportada en el hipocampo, desde entonces se ha
encontrado que dicho fendmeno no es particular de una via ni tampoco de una sola
area del sistema nervioso central (SNC); por ejemplo, en el hipocampo ademas del
patron perforante (Bliss y Lemo, 1973) el fendbmeno se ha reportado en las
colaterales de Schaffer (Abraham y Hugett, 1997; Wang y Stelzer, 1996) y en las
fiboras musgosas (Derrik, Weinberger y Martinez, 1991; Nicoll y Malenka, 1995;
Escobar, Barea-Rodriguez, Derrik, Reyes y Martinez, 1997). Entre las areas no
hipocampales donde se ha reportado la expresion de la LTP se encuentran las
siguientes vias: talamo auditivo-amigdala (Clugnet, Ledoux y Morrison, 1990), fibras

paralelas-neuronas de Purkinje en el cerebelo (Losi, Prybylowski, Fu, Lou y Vicini,
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2002), cortico-estriatal (Calabresi et al., 2000), y varias regiones de la neocorteza
(Escobar, Alcocer y Chao, 1998a; Hasan et al., 2013; He et al., 2015; Rioult-Pedotti,

Friedman y Donoghue, 2000; Sheynikhovich, Otani y Arleo, 2013).

Se considera que la LTP es el reflejo de los procesos celulares que ocurren
durante la transmisidén sindptica normal y que subyace a los cambios sinapticos
durante la formacion de la memoria. Es claro que la LTP puede presentarse en
muchas sinapsis del sistema nervioso. Por otra parte, numerosas formas de LTP
involucran la activacion de los receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), sin
embargo, estos no siempre son requeridos (Escobar et al., 1997). Ademas, los
mecanismos implicados en la induccion de la LTP difieren en funcion de la
estructura cerebral estimulada. Por lo tanto, se considera que la potenciacion de
largo plazo de la transmision sinaptica excitatoria es una propiedad intrinseca de las
redes neuronales, que utilizan distintos mecanismos de induccion y posiblemente
de expresion en diferentes poblaciones sindpticas (Escobar y Derrik, 2007; Malenka

y Bear, 2004; Nicoll, 2017).

1.1. Caracteristicas generales de laLTP

Ademas de su persistencia en el tiempo, la LTP posee caracteristicas que la
convierten en el principal fenomeno para explicar los eventos que a nivel celular y
molecular subyacen a la plasticidad sinaptica relacionada con la memoria (Nicoll,

2017). Estas caracteristicas son: 1) la especificidad, 2) la cooperatividad y 3) la

Péagina | 9



asociatividad (Bailey, Giustteton, Huang, Hawkins y Kandel, 2000) (Figura 2). 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
sinéptica. 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 fenbmeno en sinapsis débiles (incapaces de generar
LTP por si mismas), siempre y cuando la actividad de las dos aferencias ocurra
simultaneamente (Malenka, 2003; Malenka y Nicoll, 1993). La relacién de este
fenomeno con el procesamiento de informacion ha sido extensamente estudiada en
el hipocampo y otras regiones del SNC, y 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.), y que la duracién prolongada del fendbmeno asi como su
funcionamiento ocurren acorde al postulado de Hebb (Martinez y Derrik, 1996;

Nicoll, 2017).

1.2. Mecanismos moleculares delaLTP

Entre los mecanismos moleculares que subyacen a la LTP se ha descrito la

participacion del neurotransmisor excitador glutamato. El glutamato activa a los
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receptores ionotropicos AMPA (4cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propiénico), dando lugar a la entrada del ion sodio al interior de la célula,
contribuyendo de esta forma a la despolarizacion de la neurona postsinaptica. De
igual forma, los receptores NMDA, también ionotropicos, son activados por
glutamato, sin embargo, €stos poseen un bloqueo en el poro del canal, debido a la
presencia de un ion de magnesio, 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 s6lo cuando coinciden la actividad de la
célula presindptica y la despolarizacion de la membrana en la célula postsinaptica
(Malenka y Bear, 2004). Los receptores NMDA tienen la caracteristica de que, al ser
activados, ademas de sodio, permiten también la entrada de calcio al interior de la
célula (Ascher, Bregestovski y Nowak, 1988; Jahr y Stevens, 1987). El incremento
en las concentraciones de calcio desencadenado por la induccion de LTP conlleva
a la activacion de la proteina citosélica llamada calmodulina, la cual funciona como
una sefal 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 (Malenka y 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 calmodulina cinasa de tipo Il (CaMK-II), la cual fosforila a los receptores

AMPA y NMDA (Sanhueza y Lisman, 2013). (Figura 3) (Malenka y Bear, 2004).
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Figura 2. Caracteristicas de la potenciacion de largo plazo. La cooperatividad, se manifiesta
como un fuerte requerimiento de actividad simultinea de fibras presinapticas, logrando asi el
estimulo necesario para generar la potenciacion. 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. Mientras que la asociatividad, es una caracteristica
gue se aprecia cuando la actividad de una aferencia lo suficientemente fuerte como para inducir
LTP puede ayudar a generar tal fendmeno en sinapsis débiles, siempre y cuando la actividad
de las dos aferencias ocurra simultdneamente. Las inflexiones representan un potencial
postsinaptico excitatorio antes y después de una estimulacion (Modificado de Malenka, 2003).

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
sinpticos (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 union al elemento
responsivo al AMPc), que regula la transcripcion de genes. La LTP tardia (L-LTP,
por late LTP) se ha visto involucrada en la produccién de proteinas de adhesion

celular, asi como la polimerizacion de actina, responsables de las modificaciones
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estructurales y formacion de nuevos contactos sinapticos (Kelleher, Govindarajan,
Jung, Kang y Tonegawa, 2004). Asimismo, la proteina cinasa C (PKC), la cual es
activada por calcio y diacilglicerol, ha sido involucrada en los fenomenos de
plasticidad sinaptica como la LTP (Moriguchi, Han, Nakagawasai, Tadano y
Fukunaga, 2006; Taattola, 2004; Yang et al., 2004). 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
mayores a 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
horas después de la induccién de potenciacion, la LTP permanece inalterada, lo
cual pone de manifiesto que la sintesis de nuevas proteinas es necesaria para la
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 (Citri y Malenka,
2008; Engert y Bonhoeffer, 1999; Malenka y Bear, 2004; Toni, Buchs, Nikonenko,
Bron y Muller, 1999; Wells y Fallon, 2000). Estas nuevas proteinas mantienen en un
nivel optimo la actividad molecular necesaria para sostener los cambios en la
eficiencia sinaptica, ademas de promover cambios morfologicos en las espinas

dendriticas (Engert y Bonhoeffer, 1999; Toni et al., 1999).
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Figura 3. Mecanismos moleculares que subyacen ala LTP. Se distinguen dos fases: la fase
de corto plazo o fase temprana de la LTP (E-LTP, por early 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 (L-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 propiénico; rNMDA: receptor a glutamato N-metil-D-aspartato; PKC:
proteina cinasa dependiente de calcio; CaMKII: proteina calcio calmodulinacinasa Il; AMPc:
adenosinmonofosfato ciclico; PKA: proteina cinasa dependiente de AMP ciclico; CaMKIV:
proteina calcio calmodulinacinasa IV; CREB: factor de transcripcion (proteina de unién al
elemento responsivo de AMP ciclico); CRE: elementos responsivos al AMP ciclico (Modificado
de Milner et al.. 1998).

En estudios recientes se ha destacado la importancia de los factores
neurotroéficos en la LTP. Por ejemplo, se ha observado que la expresion de los genes
gue codifican para los factores de crecimiento BDNF, factor de crecimiento nervioso
(NGF, por sus siglas en inglés) y neurotrofina 3 (NT-3) incrementa tras la induccién

de laLTP (Bramham, Southard, Sarvey, Herkenham y Brady, 1996; Morimoto, Sato,
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Sato, Yamada y Hayabara, 1998). El aumento de la transcripcion de genes que
codifican factores de crecimiento, asi como moléculas de adhesion 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, Klauser, Garcia, Poglia y Mueller, 2008).

1.3. LTP en la neocorteza

Como se indico en lineas anteriores, 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, Connors y Paradiso, 2001). Adicionalmente, se
considera que dicho fendmeno es un factor clave para el desarrollo dependiente de
la actividad en los circuitos neocorticales (An, Yang, Sun, Kilb y Luhmann, 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 esta area han utilizado una extensa variedad de protocolos
de estimulacion, que pueden incluir una reduccién de la inhibicion modulada por el
receptor al acido y-aminobutirico (GABA) (Kanter y Haberly, 1993), o la utilizacion
de inyecciones de corriente en el cuerpo celular, para generar potenciales de accion
en reversa que permitan la depolarizacion postsinaptica necesaria para inducir LTP

(Feldman, 2012). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la LTP in vivo
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en la corteza somatosensorial del ratdbn se puede generar en ausencia de dichas
espigas somaticas, requiriendo en lugar de ello, la generacién 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 induccion 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 y Kirkwood, 1993;
Espinosa y Stryker, 2010; Kirkwood, Lee y Bear, 1995), ademés de la necesidad de
ampliar el rango de frecuencia y el numero de estimulaciones tetanicas para
producir el fenbmeno. Entre las areas neocorticales que se ha reportado que
presentan el fenomeno de LTP se encuentran la corteza primaria visual del gato
(Komatsu, Fuji, Maedan, Sakaguchiy Tomaya, 1988), de la rata (Hager et al., 2015)
y del ratén (Guo et al., 2017), la corteza auditiva del raton (Chun, Bayazitov, Blundon
y Zakharenko, 2013), la corteza de barriles en la rata (An et al.,, 2012; Barros-
Zulaica, Castejon y Nuiiez, 2014), la corteza somatosensorial de la rata (Feldman,
2000) y del ratén (Gambino et al., 2014), la corteza cingulada anterior del raton
(Chen et al., 2014), la corteza prefrontal de la rata (Hirsch y Crepel, 1990; Shen y
Kalivas, 2013) y del ratdbn (Ruan, Saur y Yao, 2014), la corteza prefrontal
infralimbilca del ratén (Marek et al., 2011), la corteza piriforme anterior de la rata
(Morrison, Fontaine, Harley y Yuan, 2013), la corteza entorrinal de la rata (Quinlan,
Lebel, Brosh y Barkai, 2004), la corteza somatosensorial y motora de rata (Rioult-
Pedotti et al., 2000), la corteza motora en el humano, a través de estimulacion

magneética transcraneal (Naro et al., 2014) y la corteza insular de la rata,

Péagina | 16



especificamente en la via que va del nucleo basolateral amigdalino (BLA, por sus
siglas en inglés) hacia la Cl (Escobar et al.,1998a; Jones, French, Bliss y

Rosenblum, 1999; Rodriguez-Duran, Martinez-Moreno y Escobar; 2017).
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2. El condicionamiento de aversién 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, Kimeldorf y Koelling, 1955). En
posteriores experimentos del mismo grupo de investigacion, el estimulo aversivo
utilizado fue el LiCl. En este sentido, Garcia y Koelling en 1966 demostraron que
una solucion con sabor se asocia mas facilmente a la induccion de nausea que a la
aplicacion 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 llam6 condicionamiento de aversion a los
sabores 0 CAS (Figura 4). 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 (RC). Los animales presentan el aprendizaje de la tarea
cuando el estimulo aversivo es inyectado por via intraperitoneal o intravenosa

(Bradley y Mistretta, 1971; Bures y Buresova, 1989).

Los principios generales del condicionamiento de aversion a los sabores

son:
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a) Si un animal consume un alimento con sabor y subsecuentemente sufre
malestar géstrico, en los siguientes encuentros con ese sabor el animal
evitardA o disminuira drasticamente su consumo (Garcia, Lasiter,
Bermudez-Rattoni y Deems, 1985).

b) La fuerza de la aversion aprendida esté directamente relacionada con la
intensidad del sabor y del malestar, y esta inversamente relacionada al
intervalo entre la presentacion del sabor y la induccién de malestar. Este
intervalo puede durar horas, a diferencia de otros condicionamientos, en
los cuales es necesario que el intervalo entre el EC y el El sea de segundos
(Domjan, 1985).

c) Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos gastricos

(Garcia y Koelling, 1966).

Numerosos experimentos han demostrado que lesiones bilaterales de la CI
deterioran el aprendizaje y la evocacion del CAS (Bermudez-Rattoni, 2004;
Bermudez-Rattoni et al., 2005), sin embargo, estas lesiones en la Cl no parecen
afectar la percepcion del sabor, ya que los animales con lesién en la Cl pueden
discriminar entre diferentes concentraciones de sacarosay cloruro de sodio (Lasiter,
Deems, Oetting y Garcia, 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 Cl (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-
Rattoni et al.,, 2005; Bernstein y Koh, 2007). A este respecto, estudios
electrofisiolégicos donde se evocan sefales en la corteza gustativa mediante

estimulacion lingual sugieren que el CAS promueve cambios en la actividad de
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circuitos neuronales en la Cl (Grossman, Fontanini, Wieskopf y Katz, 2008;
Yamamoto, Matsuo, Kiyomitsu y Kitamura, 1989). 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 y Koh, 2007) e incluso modifica los
mapas sensoriales de la Cl en ratas (Accolla y Carleton, 2008). Ademas, la CI
también se ha visto involucrada en otras tareas de aprendizaje de tipo aversivo,
como la prevencién pasiva (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991; Bermudez-

Rattoni, 2004; Escobar, Fernandez, Guevara-Aguilar y Bermudez-Rattoni, 1989).

g j" 7 Licl

Figura 4. Condicionamiento de aversion a los sabores. Cuando un sabor novedoso es
asociado con un malestar gastrico (inyeccién 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.

Pagina | 20



3. Lacortezainsular 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. Estas son consideradas los
organos sensoriales del sentido del gusto. Tanto en el humano como en la rata, la
ubicacion 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 gustativas distribuidas en la lengua:
circunvaladas, foliadas y fungiformes. Es relevante mencionar que tanto el paladar
como la faringe, epiglotis y parte superior del es6fago presentan yemas gustativas
pero solo las yemas que se encuentran en la lengua estan agrupadas en papilas

(Figura 5) (Bear, 1996).

Los pares craneales VII (facial), IX (glosofaringeo), y X (vago) llevan
informacion de las yemas gustativas (Reutter y Witt, 1993) (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. Por su parte, el 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 esofago. Por otra parte, el nervio trigémino inerva la periferia de

las yemas gustativas y transmite informacion somatosensorial, de textura y
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temperatura de los alimentos (Reutter y Witt, 1993). Los tres nervios, facial,
glosofaringeo y vago, hacen sinapsis en el nucleo del tracto solitario. 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 ndcleo parabraqueal del puente, en lo que se ha denominado como é&rea
gustativa del puente (Norgren y Leonard, 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 CI (Gerfen y Clavier, 1979). En el humano las fibras eferentes provenientes
del ndcleo del tracto solitario se proyectan rostralmente hacia el ndcleo
parabraqueal del puente, pero no hacen sinapsis hasta el nucleo
ventroposteromedial del talamo en su division parvocelular (Norgren y Leonard,
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 (Kinomura et al., 1994; Pritchard, Hamilton, Morse y Norgren, 1986)

Es importante sefalar que el nicleo del tracto solitario recibe aferencias del
area hepética del vago, asi como sefiales del area postrema a través del torrente
sanguineo, estas vias son importantes, ya que transmiten informacion relacionada
con irritacion por intoxicacion gastrica a la Cl (Yamamoto et al., 1992). Por ejemplo,
un estudio electrofisioldgico demostroé la activacion de la Cl cinco minutos después
de una inyeccion de cloruro de litio (LICl) (Weiner et al., 1994). Asimismo, también

es importante considerar las conexiones reciprocas que existen entre la Cl y la
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amigdala, una estructura cerebral relacionada al procesamiento de tareas aversivas
como el condicionamiento al miedo y la prevencion pasiva, asi como con respuestas
emocionales como el miedo y la agresiéon (McGaugh, Castellano y Brioni, 1990;

LeDoux, 1993).
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Figura 5. La anatomia del sabor y la via gustativa en la rata. En la figura de la izquierda se
observa la distribucién 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 (chorda tympani), el petroso mayor superficial (greater superficial petrosal)
y el glosofaringeo (glossopharyngeal), en donde la informacién gustativa es conducida hasta
su relevo final en la corteza insular o gustativa (gust cortex). El panel derecho muestra un
esquema de la via gustativa de la rata. (Abreviaturas: VII, nervio facial; X, nervio glosofaringeo;
X, nervio vago; NHS, nucleo del tracto solitario; NPB, nlcleo parabraquial del puente; NVPM,
nacleo ventroposteromedial del tadlamo; ClI, corteza insular; Sl, sustancia innominada; HL,
hipotalamo lateral; Am amigdala) (Yarmolinsky, Zuker y Ryba, 2009; Modificado de Bear et al.,
2001).

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 la via
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gustativa hasta su relevo final en la Cl para la formacion 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 formacién de un trazo de memoria
gustativa de tipo "aversivo" (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al.,
2005). Para la formacion del trazo de memoria gustativa de tipo seguro, se ha
propuesto que el estimulo gustativo incrementa los niveles de acetilcolina en la Cl,
proveniente de la conexion de esta corteza con el nucleo basalis magnocelularis
(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 modulacién de los receptores NMDA y en la
activacion de otras cinasas como la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK)
(Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005). Por otro lado, con
respecto a la formacién del trazo de memoria gustativa de tipo aversivo, se ha
observado que el malestar gastrico incrementa los niveles de glutamato en la ClI
debido a la activacion de la via amigdalo-cortical, o 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 conjuncién de los mecanismos del trazo
gustativo y del trazo aversivo en la Cl activan diferentes proteinas relacionadas con
la plasticidad como la PKC o la PKA, que son parte de una cadena molecular que
culmina con la activacion de factores de transcripcion como CREB, los cuales
promueven la sintesis de nuevas proteinas relacionadas con el mantenimiento de

la memoria del CAS (Yasoshima, Morimoto y Yamamoto, 2000; Bermudez-Rattoni,
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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 que sugiere
una coincidencia de mecanismos entre estos dos fendmenos (Escobar et al., 1998a;
Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000; Escobar, Alcocer y Bermudez-Rattoni, 2002).
En este sentido, en un estudio previo de nuestro grupo de trabajo se observo que la
induccién de LTP en la Cl previo al entrenamiento en el CAS modifica la extincion

de esta tarea (Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000).
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4. Extincion

El término extincion fue acufiado por Ivan Pavlov en 1927 tras observar que la
respuesta condicionada de salivacion disminuia, y finalmente desaparecia, cuando
el EC (campana) era repetidamente presentado en ausencia del El (comida)
(Rescorla, 2001). Asi, la extincion puede definirse como la reduccién o inhibicién
temporal de la RC que tiene lugar cuando, luego de establecida una asociacién EC-
El, se presenta de forma reiterada el EC en ausencia del El (Herry et al., 2010;

Myers y Davis, 2002; Myers, Ressler y Davis, 2007).

Pese a que Pavlov inicialmente considerod la extincidbn como una inhibicion
de la RC, existen otras interpretaciones que difieren en sus supuestos, acerca de
como se forman y modifican las asociaciones entre los estimulos durante la
extincion (Myers et al., 2007). Una de estas aproximaciones considera a la extincion
como una pérdida de la asociacion entre los estimulos, es decir como un
desaprendizaje (Rescorla 'y Wagner, 1972 citado por Bouton, 2004) (Figura 6). Otra
considera la extincibn como un evento no asociativo, donde gradualmente la
asociacion entre los estimulos pierde fuerza (Myers et al., 2007) (Figura 6). Sin
embargo, la conceptualizacion de la extincién en términos de desaprendizaje o
borrado de la informacién previamente adquirida, ha evolucionado dando paso al
concepto actual de extincion, considerandola como un fenomeno de aprendizaje
altamente complejo que no involucra la desaparicion del aprendizaje original
(Delamater, 2004; Myers et al., 2007; Rescorla, 2001). El modelo de extincion mas

aceptado hoy en dia, considera a este fenOmeno como un nuevo aprendizaje
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(Maroun et al., 2012) caracterizado por el desarrollo de una nueva asociacion entre
el ECy el El, en el que se reconoce que el El ya no ocurre después de la presencia
del EC (Figura 6). Esta nueva asociacion es de naturaleza inhibitoria y se caracteriza
por su estado labil ya que con el paso del tiempo puede ser desplazada por el trazo
original de memoria (recuperacién espontanea) o bien por el cambio de contexto

(renovacion) (Bouton, Westbrook, Corcoran, y Maren, 2006; Myers y Davis, 2002).

\ 1/
~ -
Antes de la asociacion - fom . @
EC-El

(o

\ -
Después de la asociacién - o I
EC-El 2

Figura 6. Modelos que explican la extincién. a) Modelo conductual de condicionamiento al
miedo, en la cual el sujeto aprende a predecir eventos aversivos. La tarea consiste en presentar
un estimulo aversivo (una descarga eléctrica) que se asocia a un contexto en particular o un
estimulo neutro (un tono), desarrollando una asociacién. b) Modelo que muestra a la extincién
como un desaprendizaje. ¢) Modelo que muestra a la extincibn como un nuevo aprendizaje,
generando una nueva conexion inhibitoria. d) Modelo que muestra a la extincion como un
evento no asociativo. Tomado de Myers et al., 2007.
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De manera similar al aprendizaje original, durante la extincion se presentan
las fases de adquisicion, consolidacion y evocacion (Quirk y Mueller, 2008) (Figura

7).

_ Deficiente
—
Posibles causas:

° Recuperacion espontanea
° Renovacion
° Restablecimiento

Buena

i

Condicionamiento Adquisicion Consolidacion Evocacion

Respuesta Condicionada

Extincion

Figura 7. Fases de la extincién experimental de la memoria. Modificado de Quirk y Mueller, 2008.

Por otra parte, se conoce que la extincion de la memoria no es permanente,
ya que se observa que, en varias ocasiones, la memoria original reaparece, lo que
implica que en realidad continta codificada en el cerebro después de la extincion,
s6lo que no se expresa. En este sentido, existen algunos protocolos conductuales
gue permiten visualizar la presencia de la memoria original (Figura 8a). En primer
lugar, luego de un protocolo que genera extincion, ante el simple paso del tiempo y
la nueva presentacion del EC, puede evidenciarse nuevamente la presencia de la
RC, fendmeno denominado recuperacion espontanea (Figura 8b). En segundo

lugar, el fendbmeno de renovacion hace referencia a la reaparicion de la RC cuando
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los sujetos que recibieron el protocolo de extincién son evaluados en un contexto
diferente al utilizado para la sesion de extincion (Figura 8c). Por ultimo, el fenbmeno
de restablecimiento implica la reaparicion de la RC luego de la exposicion a un El
que por si solo no induciria la RC (Herry et al., 2010; Myers y Davis, 2002, Myers et

al., 2007;) (Figura 8d).

La extincion no es olvido C Renovacién
Adquisicié inci6 6 o
quisicion 1 Extincién Prueba de retencién éﬂtﬂgm I (clfoﬁt'g:llgré) Prusha do retoncisn

Respuesta condicionada

[ f [

Respuesta condicionada

Ensayos Ext No ext Ensayos contexto A contexto B
Rescuperacién espontanea D -
Restablecimiento
@ PP N el N i 5 .
E Adquisicion 1 Extincién : Prueba de retencién _,': Adquisicion | Extincién i i Prueba de retencién
g H [ 1
! 1 s B
8 1 ! 5 I 1 1
| 8
] ! K I 1 I
g | 1 8 | 1 1
2 1 1 I | H I | 1 |
H g
3 1 ] K I 1 1
Ensayos Elen Elen
Ensayos Inmed 2h 24h Y el contexto  un contexto
de prueba diferente

Figura 8. La extincidon es un nuevo aprendizaje que se conforma por diferentes componentes
conductuales. A) La extincion requiere de un periodo de adquisicion y no es equivalente a una forma de
olvido. B) Recuperacion espontanea, ocurre cuando la respuesta condicionada reaparece tras un periodo
de tiempo. C) Renovacion, la extincion es especifica del contexto en el que se adquiere, por ello la
respuesta condicionada puede reaparecer al probar en un contexto distinto. D) Restablecimiento, que
puede ocurrir al presentar el estimulo incondicionado de manera inesperada. Modificado de Myers y
Davis, 2002.

Por otra parte, se han identificado tres condiciones que modulan la
extincion: 1) cuanto mas fuerte es la respuesta condicionada tras la adquisicion,

mas tiempo tardara en extinguirse; 2) el nUmero de ensayos en los que el estimulo
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incondicionado sigue al condicionado influird en la extincion de la respuesta
condicionada; y 3) el tiempo de exposicidon al estimulo condicionado durante los
ensayos de extincion influird en la curva de su reduccién (Klein, 1997). En resumen,
la extincion no representa el olvido de una tarea aprendida sino un nuevo
aprendizaje que sustituye la respuesta conductual de la primera asociacion (Myers
y Davis, 2002). Asimismo, la extincion es un proceso activo de aprendizaje distinto
al de la adquisicion del aprendizaje original, ya que éste requiere de entrenamiento
adicional para desarrollarse, asi como de un proceso de consolidacion, dependiente
de sintesis de proteinas para su persistencia (Berman y Dudai, 2001). Por tanto,
durante la extincion la respuesta condicionada puede recuperarse, debido a que el

trazo original no se ha perdido (Berman, Hazvi, Stehberg, Bahar, y Dudai, 2003).

En cuanto a los mecanismos celulares asociados al proceso de extincion,
se reconoce la participacion de los receptores NMDA (Fiorenza, Rosa, lzquierdo, y
Myskiw, 2012), asi como la activacion de proteinas cinasas como la fosfatidilinositol-
3-cinasa (PI3K) (Chen et al., 2005; Lin et al., 2001), las cinasas activadas por
mitdgenos (MAPK) (Lu, Walker, y Davis, 2001), y fosfatasas como la calcineurina
(CaN) (Lin et al., 2003a; Lin et al., 2003b; Lin et al., 2003c; Almeida-Corréa et al.,

2015).

En este mismo orden de ideas, en una serie de trabajos publicados por Lin
y colaboradores, se encontré que tras un protocolo de extincion se activan eventos
moleculares antagonicos a los que ocurren durante la consolidacion de la memoria

original, como por ejemplo la activacion de fosfatasas (particularmente CaN) vs.
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cinasas, respectivamente (Lin et al.,, 2003a; Lin et al., 2003b; Lin et al., 2003c).
Asimismo, se ha observado la CaN juega un papel importante en la induccion de
LTD en la regién CA1 del hipocampo (Mulkey, Endo, Shenolikar y Malenka, 1994),
mientras que su inhibicion antagoniza la generacion de LTP en la corteza visual de
la rata (Funauchi, Haruta y Tsumoto, 1994). En relacién a esto, nuestros estudios
previos han demostrado que la induccién de LTP en la proyeccién de BLA-CI previo
al entrenamiento del CAS incrementa la retencion de esta tarea (Escobar y
Bermudez-Rattoni, 2000), mientras que la induccién de LTD, en esa misma region,

facilita su extincion (Rodriguez-Duran et al., 2017).
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5. LTPyconducta

Existen evidencias sdlidas a favor de una relacion entre el aprendizaje y la LTP
(Nicoll, 2017). 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 formacién de trazos de memoria de larga duracién 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 relacién estrecha entre los dos fenbmenos
(Fu, Yu, Luy Zuo, 2012; Hofer, Mrsic-Flogel, Bonhoeffer y Hibener, 2009; Mufioz-
Cuevas, Athilingam, Piscopo y Wilbrecht, 2013; Nabavi et al., 2014; Xu et al, 2009;

Yang, Pan y Gan, 2009).

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 activan tras el entrenamiento en una tarea aversiva como el

condicionamiento al miedo (Rogerson et al., 2014).

Como se menciono 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
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informacion aprendida (Silva, Zhou, Rogerson, Shobe y Balaji, 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 informacion, 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 gener6é una amnesia temporal para el condicionamiento (Han et al.,
2009; Zhou et al., 2009). Adicionalmente, estudios electrofisiologicos muestran que
tras el entrenamiento en el condicionamiento de miedo al tono, las mismas neuronas
de la amigdala lateral, muestran incrementos en la fortaleza sinaptica, en
comparacién con las neuronas no transfectadas (Zhou et al., 2009). Estos trabajos
sustentan la idea que postula que la memoria es almacenada 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 afio, se encontrd que el condicionamiento al miedo
causa incrementos en la pendiente y amplitud de los potenciales postsinapticos
excitatorios (PPSEs) en la amigdala lateral en ratas adultas in vivo e in vitro
(McKernan y Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan, Satubli y Ledoux, 1997) . De igual
forma Whitlock y colaboradores descubrieron que el entrenamiento en la tarea de
prevencion pasiva induce LTP en el area CA1 hipocampal (Whitlock, Heynen, Shuler

y Bear, 2006).
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En concordancia con lo anterior, la aparicion de técnicas como la
optogenética, ha permitido explorar la relacion entre el aprendizaje y la LTP desde
una aproximacion mas detallada, logrando mapear los multiples componentes de
un ensamble neuronal que forma una huella mnemonica. Las neuronas que forman
tal ensamble pueden ser etiquetadas durante el aprendizaje para su posterior
identificacion y manipulacion, 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
investigacibon mas reciente, se analizd especificamente la relacion entre las
expresiones de plasticidad sinaptica como la LTP y la LTD (la cual consiste en un
decremento prolongado en la eficiencia sinaptica tras una estimulacion de baja
frecuencia) y la memoria; para ello, se entrend a ratas en el condicionamiento al
miedo, pero se remplazé el EC (tono) con estimulacion optogenética en las
proyecciones del nucleo auditivo sobre las neuronas de la amigdala lateral. La
asociacion entre el EC 6ptico con un choque eléctrico en las patas (EI) gener6 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 generacion de LTD en las mismas células

se logro inactivar el trazo de memoria creado (Nabavi et al., 2014).

Por otra parte, en 1998 Rioult-Pedotti et al. demostraron que el aprendizaje

de habilidades motoras (motor skill-learning) incrementa la amplitud de los PPSEs
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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, Friedman, Hess y Donogue, 1998).

Aunado a lo anterior, 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 9), comparado con el hemisferio contralateral, utilizado como

control (Rioult-Pedotti et al., 2000).

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

mecanismo de plasticidad homeostatica que sera descrito a continuacion.
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Figura 9 .El entrenamiento en habilidades motoras modifica la induccién 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).
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6. Plasticidad homeostatica

Conforme el sistema nervioso se va desarrollando, numerosas experiencias van
modificando sus conexiones a lo largo de la vida, y por ello es congruente pensar
qgue estas modificaciones plasticas necesiten de un mecanismo regulador que les
permita mantenerse en un estado homeostatico para poder seguir almacenando
informacion (Nelson y Turrigiano, 2008). En este contexto, investigaciones recientes
han reportado que las neuronas inician una serie de mecanismos homeostéaticos
con el fin de mantener los niveles de eficiencia sindptica 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 homeostética son la metaplasticidad y el

escalamiento sinaptico.

6.1. Metaplasticidad y escalamiento sinaptico

Hoy en dia existen evidencias que muestran que la historia de actividad de una
neurona o via de conexién puede modificar la manera en que ésta presentara
subsecuente plasticidad sinaptica (Abraham, 2008). En este sentido, se han

observado cambios subsecuentes al inducir LTP en una misma via; estos cambios
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incluyen una inhibicion de la LTP y una facilitacion de la depresion de largo plazo
(LTD) ( Huang, Colino, Selig y Malenka, 1992; Malenka, 1991). A este fendmeno 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 10a).

En 1982 Bienestock, Cooper y Munro propusieron la existencia de un
umbral de activacion postsinaptica, lo cual implica que la via es potenciada cuando
la activacion de la postsinapsis excede un valor critico, llamado umbral de
modificaciébn o 6m, mientras que una via es depotenciada cuando la activacion
postsinaptica es mayor que cero pero menor que el valor 6m (Figura 10b), a esta
teoria también se le denominé BCM (por las iniciales de los autores). Es importante
sefalar que este umbral no es fijo (Bienenstock, Cooper y Munro, 1982), y que la
frecuencia de estimulacion es directamente proporcional a la activacion de la
postsinapsis, esto es, que a frecuencias mas altas se da una mayor activacion de la
postsinapsis, mientras que a frecuencias mas bajas la activacién es menor, por lo
cual el nivel de potenciacion o depotenciacion depende de la frecuencia de
estimulacién (Bear, 1996). Esta relacion se explica por la cantidad de calcio que
ingresa a la neurona, ya que depende de la frecuencia con la cual se le estimula
(Bear, 2003; Jedlicka, 2002). En este sentido, 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, Lu, Tomizawa y Matsui, 2008).
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La modificacion del umbral es temporal y es considerado como un mecanismo
homeostatico que protege a las neuronas, por ejemplo, de estimulos de gran
intensidad o de 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 comprension mas clara de la relacion
entre la estructura matematica de la teoria y los mecanismos moleculares que

subyacen al aprendizaje y la memoria (Cooper y Bear, 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.

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 modulaciéon de la actividad de proteinas cinasas y fosfatasas puede
modificar el umbral para la induccién de plasticidad sinaptica. Por ejemplo, la
entrada de calcio provoca la autofosforilacion de la CaMKIl, lo cual, limita la
actividad de dicha proteina, evitando que realice acciones que se encuentran
relacionadas con la induccion de la LTP ( Bear, 2003; Jedlicka, 2002; Zhang et al.
2005). Por otro lado, la CaN, una proteina fosfatasa relacionada con la induccion de

la LTD, es activada durante la metaplasticidad, promoviendo cambios que favorecen
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a la induccién 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 privacion de estimulos
visuales incrementa la probabilidad de inducir LTP en la corteza visual primaria que
esta acompafiada de un aumento en la expresion de las subunidades GIuN2B de
los receptores NMDA, mientras que la estimulacion visual aumenta la capacidad de
inducir LTD por medio de la expresion de las subunidades GIUN2A en esta via
(Yashiro y Philpot, 2008) (Figura 10c). Esto puede deberse a que la subunidad
GIuN2A tiene una cinética mas rapida, es decir, en periodos de tiempo iguales, los
canales NMDA que contienen la subunidad GIuN2A se abren y se cierran un mayor
namero de veces que cuando estos canales contienen la subunidad GIuN2B
(Erreger, Dravid, Banke, Wyllie, Traynelis, 2005). Este efecto produce que los
receptores NMDA que contengan subunidades GIUN2A, presenten una mayor
resolucién (es decir, responde mas efectivamente) ante los estimulos de alta
frecuencia, como los que inducen LTP, mientras que los que contengan la
subunidad GIuN2B tendran una mayor resolucién ante estimulos de baja frecuencia,

como los que inducen LTD ( Pérez-Otafio y Ehlers, 2005; Quinlan et al., 2004).

La modificacién en el umbral 6m también se ha atribuido a la modulacion
en las propiedades de canales i6nicos dependientes de voltaje que se encuentran
relacionados con las corrientes AHP (siglas en inglés para la hiperpolarizacion que
sucede al potencial de accion). Se ha reportado que la activacion de receptores

glutamatérgicos metabotropicos (mGlu) pueden reducir la corriente AHP,
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modificando la posibilidad de inducir LTP (Abraham, 2008; Cohen, Coussens,
Raymond y Abraham, 1999). Ademas, se ha visto que la estimulacion de alta
frecuencia puede hacer més rapida la AHP por unos minutos. Es interesante
mencionar que dicho fendmeno es independiente de la PKC pero depende de la
PKA 'y esta asociado a una modificacion del umbral 6m hacia la izquierda, lo cual se
ve reflejado como una facilitacion en la induccion de LTP. Ademas, se ha reportado
que la activacion de receptores mGIuR puede reducir la hiperpolarizacion de la
membrana después del potencial de accion, modificando la posibilidad de inducir

LTP (Cohen et al., 1999).
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Figura 10. Metaplasticidad. a) La estimulacion eléctrica (5 pulsos de 10Hz que no generan
LTP; marcado con flechas pequefias) previa a una estimulacion de alta frecuencia (flecha
grande) modifica la posibilidad de inducir subsecuente potenciacién (panel inferior) presente en
los animales control (panel superior) (Modificado de Huang et al., 1992); b) Modelo teérico de
metaplasticidad en donde se modifica el umbral 6m en respuesta a la actividad; ¢) 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 estimulacion
visual (experiencia) aumenta la capacidad de inducir LTD por medio de la expresion de las
subunidades NR2A en esta via (Modificado de Yoshida et al. 2008).

Otro mecanismo desarrollado por el sistema nervioso para preservar su
homeostasis es el escalamiento sinptico, 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 excitacién neuronal crénica.
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En 1998, Turrigiano y colaboradores reportaron que el bloqueo durante 48
h de los receptores para GABA producia una disminucion de las corrientes
postsingpticas excitatorias miniatura (CPSEm), compensando el aumento de
actividad. De manera similar, cuando se presenta una inhibicion cronica de los
canales de sodio con tetrodotoxina, se genera un incremento de las CPSEm,
compensando la disminucion de actividad (Figura 11) (Turrigiano, Leslie, Desali,

Rutherford y Nelson, 1998; Turrigiano y Nelson, 2004).

/ TTX
AL L L

Bicuculina

48h después

Figura 11. Escalamiento sinaptico. El bloqueo cronico de la actividad producido por la
aplicacion de tetrodotoxina (TTX) incrementa progresivamente las corrientes postsinapticas
excitatorias miniatura(CPSEm) y el incremento prolongado de la actividad producido por la
aplicacién de bicuculina disminuye progresivamente las corrientes postsinapticas excitatorias
miniatura (CPSEm) (Modificado de Turrigiano y Nelson, 2004).

El escalamiento sindptico se ha observado en cultivos neocorticales,
hipocampales, de médula espinal y en el ndcleo accumbens, asi como en

preparaciones in vivo (Abbott y Nelson, 2000) y muestra que las células del sistema
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nervioso tienen la capacidad de integrar los estimulos recibidos para ajustar la
eficiencia sinaptica mediante la modulacion del paso de corriente a través de los

canales ionicos (Turrigiano y Nelson, 2000).

6.2. Metaplasticidad y conducta

La plasticidad homeostatica es actualmente considerada como un
fendbmeno que tiene especial importancia para la modulacion de la actividad en el
sistema nervioso. 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 fenobmenos 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 SNC como la neocorteza o el hipocampo, areas que se consideran como
el almacén de diversos tipos de memoria (Bear, 1996). Cambios metaplasticos
inducidos por la conducta han sido reportados en diferentes areas del SNC, 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 en 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, Cho y

Bear, 2007) la corteza somatosensorial debido a la estimulacion de las vibrisas
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(Clem, Celikel y Barth, 2008) e, incluso, se han reportado cambios metaplasticos in
Vivo en la corteza motora en respuesta al entrenamiento en habilidades motrices
(Monfils y Teskey, 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
estimulacion magnética transcraneal en esta zona de la corteza, similar a lo
encontrado por Rioult-Pedotti en el 2000 (Muellbacher, Ziemann, Boroojerdi, Cohen,

Hallet, 2001).
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7. CASYyLTPenlacortezainsular

Como se menciond en lineas anteriores, el entrenamiento previo en tareas
conductuales produce un efecto metaplastico que modifica la induccidn
subsecuente de LTP. Ademas, existen evidencias que muestran que la previa
induccion de la LTP también puede modificar el desempefio durante el
entrenamiento en tareas conductuales (Moser, Krobert, Moser y Morris, 1998;
Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000). En 1998 Moser et al. observaron que la
saturacion 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 extincion (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-CI, generada por estimulacién de alta frecuencia (Rodriguez-Duran et al.,
2011) o por la microinfusion de BDNF en la CI (Rivera-Olvera et al., 2016), y que
dicho fenémeno es dependiente de los receptores NMDA y de la actividad
diferencial de proteinas cinasas como PKA y PKC (Rodriguez-Duran y Escobar,
2014) (Figura 12). Hoy en dia se cree que el fenomeno de metaplasticidad no solo
tiene como funcion el mantenimiento de la homeostasis de las sinapsis, sino podria
también funcionar como un modulador de la informacion, al preservar por largo

tiempo un trazo de memoria.
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Figura 12. Efecto del entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente induccién de LTP
en la via Bla-Cl genera por HFS o por microinfusion de BDNF en la 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-CI. 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. En la gréfica inferior se muestra el efecto
metaplastico generado por el CAS, previo a la induccién de LTP por microinfusién intracortical
de BDNF. Las flechas negras indican la aplicacion de los trenes de alta frecuencia con el
proposito de inducir LTP. Mientras que las barras indican el periodo de infusién de BDNF en la
Cl. En la parte inferior de cada grafica se observa el porcentaje de los PPSEs con respecto a
la linea base, después de la aplicacién de la estimulacion de alta frecuencia o de la aplicacion
de BDNF. Asimismo, se observan potenciales representativos de la Cl, antes y después de la
induccién de la LTP. Modificado de Rodriguez-Duréan et al., 2011 y Rivera-Olvera et al., 2016.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

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, 2004), y que éstas
mismas son capaces de presentar potenciacion de largo plazo dependiente de los
receptores NMDA debido a estimulacién de alta frecuencia (Escobar et al., 1998a;
Escobar et al., 2002; Escobar, Chao y Bermudez-Rattoni, 1998b). Asimismo,
estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que el entrenamiento en el
CAS, antecediendo a la estimulacion tetanica o a la microinfusion de BDNF en la
misma via, bloquea la posibilidad de inducir subsecuente LTP (Rodriguez-Duran
et al.,, 2011; Rodriguez-Duran y Escobar, 2014; Rivera-Olvera et al., 2016).
Ademas, nuestros hallazgos recientes muestran que la induccién de LTD en la
proyeccién BLA-CI previa al entrenamiento en el CAS facilita la extincién de esta
tarea. Sin embargo, la induccién de LTP mejora su retencién, sugiriendo una
modulacion bidireccional de la extincion del CAS en respuesta ala LTP o LTD de

la proyeccion BLA-CI (Rodriguez-Duran et al., 2017).

Aunado a lo anterior, el estudio de los eventos celulares y moleculares que

subyacen a la formacion de la memoria de extincion y su consolidacion es aun
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incipiente. Asi, mientras algunos trabajos muestran coincidencias entre los eventos
celulares asociados a la adquisicion y consolidacion de la memoria original (Lu et
al., 2001; Santini, Sepulveda-Orengo y Porter, 2012), otros muestran la ocurrencia
de eventos diferenciales como la depotenciacion sinaptica y la activacion de

fosfatasas (Lin et al., 2003a; Lin et al., 2003b; Lin et al., 2003c).

Por lo tanto, considerando los antecedentes expuestos, el presente estudio
tuvo como finalidad explorar el efecto de la extincion del CAS en la posterior
induccion de LTP en la via de comunicacion BLA-CI mediante la estimulacién de
alta frecuencia, asi como evaluar la participacién potencial de la proteina fosfatasa

CaN en este proceso.
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V. OBJETIVOS

1. Analizar la influencia de la extincién del CAS sobre la subsecuente induccion

de LTP en la via BLA-CI generada por estimulacion de alta frecuencia.

2. Examinar la influencia del proceso de extincion del CAS sobre la

excitabilidad neuronal basal de la via BLA-CI.

3. Evaluar la expresion de las proteinas CaN y p-Akt en la Cl de animales

entrenados en el CAS y en la extincion de esta tarea.
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VI. METODOLOGIA

Animales

Para la presente investigacion se utilizaron 73 ratas macho de la cepa Wistar con
pesos de 350-380g, las cuales se mantuvieron en cajas individuales de acrilico y
estuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad 1 2h/12h, iniciandose a las 8 h, a una
temperatura promedio de 27 °C, con comida y agua ad libitum (excepto en las fases

experimentales que especifiquen lo contrario).

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 sesion de entrenamiento en un periodo
de cuatro dias durante los cuales se establecid 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 del CAS los
animales fueron privados de alimento y se sustituyo 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 sesién de adquisicion, a las ratas se les proporcioné de nueva cuenta agua
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dos veces al dia, durante dos dias adicionales, 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 solucion 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.

Cabe destacar que para los animales sometidos al proceso de extincion la
prueba de aversion fue considerada como la primera sesion de éste. Durante la
fase de extincién, los animales tuvieron acceso al consumo de la solucién sacarina
a lo largo de nueve ensayos de extincién (uno cada dos dias a lo largo de dieciocho

dias).

Induccion de la LTP en la CI

Con el fin de inducir LTP en la CI, los animales fueron sometidos a cirugia
estereotaxica. Para ello, las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital (50mg/kg
i.p.), posteriormente se administraron inyecciones suplementarias del anestésico a
intervalos de una hora con el fin de mantener los niveles quirtrgicos de anestesia.
La temperatura del cuerpo fue mantenida a 35°C con un cojin homeotérmico. Las
respuestas en la Cl fueron registradas unilateralmente con un electrodo monopolar
de acero de 127 micrometros de diametro, colocado en las siguientes coordenadas:

AP +1 .2mm, ML 5.5 mm, DV -5.5mm (Paxinos y Watson, 2007). Las respuestas
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fueron evocadas unilateralmente a través de estimulacion directa en el nucleo
basolateral amigdalino, en las coordenadas: AP —2.8mm, ML —5.0mm, -8.5mm %0.2
(Paxinos y Watson, 2007), con un electrodo bipolar trenzado de acero de 127
micrometros de diametro. La estimulacién (pulsos monofasicos de 50-70 y Ay 0.25
ms de duracion) fue suministrada por un estimulador Grass S48 y aplicada al
electrodo de estimulacién a través de una unidad PSI U6. Las respuestas evocadas
fueron enviadas a un amplificador Grass P5. Posteriormente la sefial fue
digitalizada para su almacenamiento y analisis en una computadora provista con el
software Datawave SciWorks (Longmont, CO). Estimulos de baja frecuencia fueron
evocados (cada 20 segundos, 0.05 Hz) durante los 20 minutos que constituyen la
linea base. Posterior a la linea base, se aplicaron 10 trenes de estimulacién con
duracion de un segundo cada uno, a una frecuencia de 100 Hz, con un intervalo
intertrén de 20 segundos, con el fin de inducir la LTP. Tras la estimulacion de alta
frecuencia, las respuestas evocadas fueron registradas durante dos horas mas, con

el fin de observar los cambios en la pendiente de los PPSEs.

Curvas entrada-salida (1/0O)

Con el proposito de determinar la eficiencia sinaptica para un rango determinado
de intensidades de estimulacion, se midio la relacion entre la entrada de corriente
y la salida de voltaje (I/O) en la via BLA-CI utilizando multiplos de una intensidad
basal (1x-10x). La intensidad basal fue determinada como la estimulacion necesaria

para evocar una respuesta de 10 mV.
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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 electrofisiolégicos,
los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis del anestésico
pentobarbital. 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 exposicidn 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 obtencidén por microtomo de
congelacion (LEICA RM 2000R). Las muestras fueron tefiidas con violeta de cresilo

y examinadas en un microscopio de luz.

Ensayo de Western Blot

Con el fin de analizar la expresion del estado fosforilado de la proteina Akt, un
blanco directo de la via de sefializacién PI1-3K, asi como la expresion de la proteina
fosfatasa CaN posterior a la adquisicion y extincion del CAS. Seis ratas de cada
condicion (CAS, EXT e INT: intacto) se sacrificaron mediante decapitacion,
obteniendo la corteza insular bilateral de cada animal. Para reducir la variabilidad

individual, todas las muestras correspondientes a un mismo grupo fueron
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mezcladas en un homogenado. El tejido se homogenizé en solucién amortiguadora
de lisis (Tris-HCI 20 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM, Na2EDTA 1mM, EGTA 1mM, Triton
al 1%, NaPPi 2.5 mM, B-glycerofosfato 1mM, NasVOs 1 mM, leupeptina 1 pg/ml)
suplementada con una tableta de coctel inhibidor de proteasas (Mini Complete,
Roche, Manheim, Alemania). Las muestras se incubaron en hielo durante 10
minutos y se centrifugaron a 8000g por 30 minutos a 4 °C y se obtuvo el
sobrenadante. La concentracion de proteina en las muestras obtenidas se
determin6 mediante el método de Bradford (Bio-Rad, California, EE. UU.), utilizando

albumina de suero bovino como proteina estandar.

Posteriormente, las muestras de proteinas se separaron mediante
electroforesis vertical en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se cargaron
50 pg de proteina en geles de acrilamida a una concentracion de 10% y una vez
concluida la electroforesis, las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana
de nitrocelulosa (Bio-Rad, California, EE. UU.). Posteriormente, las membranas se
bloquearon con leche en polvo baja en grasas al 5% (Bio-Rad, California, EE. UU.),
preparada con TBS 1X (Tris pH 7.6, NaCl y Tween 20 [0.1 %]) y se incubaron con
los anticuerpos primarios contra calcineurina (1:5000, #610259, BD Biosciences,
Nueva Jersey, EE. UU.) y contra fosfo-Akt (1:2000, #9272 Cell Signaling
Technology, Massachusetts, EE. UU.) durante toda la noche a 4 °C. Posterior a la
incubacion, se hicieron 3 lavados de 10 min con TBS-Tween. A continuacion, las
membranas se incubaron con anti-IgG de raton (1:4000, #7076 Cell Signaling
Technology, Massachusetts, EE. UU.) o anti-IgG de conejo (1:5000, #7074 Cell

Signaling Technology, Massachusetts, EE. UU.) acoplados a peroxidasa de rabano
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y diluidos también en solucion de bloqueo. Al terminar la incubacion, las
membranas se sometieron a 3 lavados de 10 min con TBS-Tween y 1 lavado de 10
min con TBS. Las bandas inmunorreactivas se detectaron mediante el kit de
quimioluminiscencia Amersham TM ECL TM Advance Western Blotting Detection

(GE Life Sciences, RPN2232, lllinois, EE. UU.)

De igual forma, se llevo a cabo la deteccion de las proteinas B-actina (para
CaN) y Akt total (para fosfo-Akt), utilizadas como control de carga. Para ello, se
lavaron las membranas mediante la técnica de stripping, utilizando NaOH 0.2 M
durante 15 min. Al concluir, las membranas se bloquearon de nuevo con leche al
5% y se incubaron con anti-B-actina acoplado a peroxidasa de rabano (1:20000,
#13E5, Cell Signaling Technology, Massachusetts, EE. UU.), o con anti-Akt
(1:2000, #9272 Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA. El anticuerpo
secundario utilizado fue: anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa de radbano

(1:5000, #7074 Cell Signaling Technology, Massachusetts, EE. UU.).

La intensidad de las bandas se cuantific6 mediante un andlisis de
densitometria con el software Image J 1.49 (NIH, Bethesda, Maryland, EE. UU.). La
expresion de la proteina deseada se calcul6 como el porcentaje respecto al control

de carga.
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Analisis de datos

El analisis de los datos generados durante los experimentos conductuales se
efectué mediante un ANOVA de dos vias (factores: condicion y sesion), y de una
via para los datos obtenidos por el ensayo de Western blot (factor: sesiéon). En tanto,
el analisis correspondiente a los experimentos electrofisiolégicos fue el ANOVA
para medidas repetidas. Para todos ellos se empled la prueba post-hoc de Fisher
para determinar diferencias significativas con una p< 0.01. Los estadisticos

descriptivos se muestran como la media % el error estandar (EEM).

Disefio experimental

Con el fin de evaluar el efecto de la extincién del CAS sobre la posterior induccion
de LTP en la via BLA-CI, asi como la influencia de dicha tarea conductual sobre la
excitabilidad neuronal en la misma via, los animales fueron distribuidos en los

siguientes grupos experimentales (Figura 13):

» HFS (n=10): Conformado por animales que recibieron estimulacion de alta

frecuencia capaz de inducir LTP en la proyeccién BLA-CI.

» CAS+HFS (n=10): Animales que fueron entrenados en el CAS y 48 h
después de la prueba de aversién recibieron HFS capaz de inducir LTP en

la CI.
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» EXT+HFS (n=15): Integrado por animales entrenados en el CAS, incluyendo
la fase de extincién y 48 h después del tltimo ensayo de extincion recibieron

HFS en la via BLA-CI con el fin de inducir LTP.

» pCAS(EC)+HFS (n=10): Animales que fueron pseudoentrenados en el CAS
y 48 h después de la prueba de aversion recibieron HFS para inducir LTP en
la Cl. Este grupo recibié LiCl en ausencia del estimulo condicionado

(solucién sacarina) durante la sesién de adquisicion del CAS.

» pPCAS(EN)+HFS (n=10): Animales pseudoentrenados en el CAS que
recibieron 48 h después de la prueba de aversién HFS para inducir LTP en
la CI. En este grupo el LiCl fue reemplazado por solucion salina amortiguada

por fosfatos (PBS por sus siglas en inglés) durante la sesion de adquisicion.

Para todos los grupos, las respuestas evocadas se registraron durante 2 h
posteriores a la HFS. Las curvas I/O fueron registradas en cada animal, previo a la

induccién de LTP en la CI.

Por otra parte, con el fin de analizar la expresién de la proteina fosfatasa
CaN asi como los niveles de expresion del estado fosforilado de la proteina Akt en
la CI, se utilizaron 18 animales adicionales para realizar ensayos de Western blot.

Para esta fase experimental los animales fueron divididos en los siguientes grupos:

» CAS (n=6): En el que los animales fueron entrenados en el CAS y
sacrificados 48 h después de la prueba de aversion, para la obtencion de la

Cl bilateral.
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» EXT (n=6): Integrado por animales entrenados en el CAS, incluyendo la fase

de extincién, sacrificados 48 h después del Ultimo ensayo de extincidon para

la obtencién de las muestras de CI.

» INT (n = 6): Conformado por animales intactos, es decir, sin haber recibido

algun entrenamiento previo, a los que se les extrajo la Cl bilateral.

Grupos Experimentales:
® CAS +HFS
® EXT + HFS
» pCAS (EC) + HFS
» pCAS (El) + HFS

Adquisicién o
pseudoadquisicion

Linea base Linea base

Sesiones de
Extincion

Prueba de

aversion o E1

r ]
.,,'lo ® ®

Registro postestimulacion
120min {0.05Hz)

Histologia

1 ] L
L
7

® & & l & &
10 13

CONDICIONAMIENTO DE AVERSION A
LOS SABORES

30

32

| Western blot

Figura 13. Diagrama representativo del procedimiento experimental. E1-E9: Sesiones de
extincion de la 1 a la 9. HFS: Estimulacion de alta frecuencia.

Pagina | 59




VIl. RESULTADOS

a) Resultados histologicos

El andlisis histolégico mostré que, en todas las ratas que fueron sometidas al
registro electrofisiologico, los electrodos de estimulacion y de registro estuvieron
correctamente colocados en el BLA y en la CI respectivamente (Figura 14).
Aquellos animales en los que los electrodos no mostraron una adecuada ubicacion,

fueron excluidos del andlisis estadistico.

Figura 14. Ubicacién de los electrodos en la proyeccién BLA-CI. Representacion
esquematica de la ubicacion de los electrodos en el BLA (electrodo de estimulacion, E) y en la
Cl (electrodo de registro, R), mostrando secciones coronales en donde se observa la correcta
colocacion de los electrodos en cada region. Barra de escala: 1 mm.
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b) Resultados conductuales

No se observaron diferencias significativas entre los grupos durante el consumo
basal de agua (linea base) ni durante el consumo de sacarina en la sesion de
adquisicion del CAS. El promedio de consumo de agua, en mililitros, durante la linea
base (+ EEM) fue de 18.20 + 0.63, 18.25 + 0.36, 20.45 £ 0.08 y 17.87 £ 0.36 para
los grupos EXT+HFS, CAS+HFS, pCAS(EC)+HFS y pCAS(E)+HFS,
respectivamente. Por otro lado, los promedios de consumo de sacarina (en ml)
durante la sesién de adquisicion fueron los siguientes: 18.93 + 0.64, 18.03 + 0.92,
18.25+0.48y 19.26 + 0.42 para los grupos EXT+HFS, CAS+HFS, pCAS(EC)+HFS
y pPCAS(EN+HFS, respectivamente (Figura 15). EI ANOVA factorial, comparando el
consumo de sacarina en la prueba de aversidén, mostré diferencias significativas
entre los cuatro grupos mencionados F(z41)= 169.90, p<0.001). Mientras que el
analisis post-hoc, empleando la prueba de Fisher, revelo diferencias significativas
entre los grupos entrenados (CAS+HFS; EXT+HFS) y los pseudoentrenados
(pCAS(EN+HFS; pCAS(EC)+HFS) (p<0.001). Noétese que Unicamente en los
grupos en los que se asociaron los estimulos gustativo (EC) y aversivo (El) se

presentd CAS (Figura 15).

Asimismo, el grupo EXT+HFS, posterior a la prueba de aversion, presentd
una curva de extincion de la respuesta condicionada, luego de 8 ensayos

adicionales en los que sustituyo el agua por la solucion sacarina (Figura 15).
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Figura 15. Adquisicion y extincion del CAS. Consumo de sacarina en mililitros (media +
EEM) durante la sesion de adquisicion y la prueba de aversion. El inset muestra el proceso de
extincion del CAS a lo largo de nueve ensayos de extincion (E1-E9) para el grupo EXT+HFS.

** n<0.001.

Los PPSEs de la corteza insular consistieron en potenciales de 0.38 £+ 0.02

mV (media + EEM) 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 16), en concordancia con estudios previos (Rivera-Olvera et al., 2016;

Rodriguez-Duran et al., 2017).
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Figura 16. PPSEs en la Cl. Los trazos muestran ejemplos de los PPSEs tomados 20 minutos
antes (linea sdlida) y 130 minutos después (linea punteada) de la estimulacion de alta
frecuencia en la via BLA-CI (escala: 10 ms, 0.5 mV).

c) Resultados electrofisiolégicos

La extincion de CAS permite lainduccion pero no el mantenimiento de la LTP

en lavia BLA-Cl in vivo

Los resultados obtenidos por el presente trabajo muestran que, tras el proceso de
extincion del CAS, es posible inducir LTP en la via BLA-CI 48 h después de la ultima
sesion de extincién. Sin embargo, el incremento en la pendiente de los PPSEs no
persisti6 por mas de 1h y termind por regresar a valores propios de la linea base.
En contraste, en los animales que sélo fueron entrenados en el CAS no fue posible
generar LTP en la Cl, 48 h después la prueba de aversion (Figura 17). Estos
resultados concuerdan con lo reportado previamente por nuestro grupo de trabajo
(Rodriguez-Duran et al., 2011; Rodriguez-Duran et al., 2014; Rivera-Olvera et al.,

2016).
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Figura 17. La extincion de CAS permite la induccién pero no el mantenimiento de laLTP
en lavia BLA-Cl in vivo. Gréficas donde se representa la media (+ EEM) del porcentaje de la
pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base (100%) para los grupos HFS, CAS+HFS
y EXT+HFS. Obsérvese que el entrenamiento en el CAS bloquea la induccién de LTP en la Cl,
mientras que los animales que fueron sometidos al proceso de extincion del CAS presentan
induccion pero no mantenimiento de la LTP en la Cl. La flecha representa la estimulacion de
alta frecuencia (10 trenes de 100 Hz/1s/20s intertrén). Los trazos muestran ejemplos
representativos de los PPSEs tomados antes (1: linea gris), 20 minutos (2: linea negra) y 130
minutos (3: linea punteada) después de la estimulacién de alta frecuencia. Los nimeros al
interior de cada gréfica representan la media (+ EEM) de la pendiente de los PPSEs después
de la estimulacién de alta frecuencia para cada grupo. Escala: 0.5 mV, 10 ms.
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Aunado a lo anterior, los animales que conformaron los grupos HFS (Figura
17), pCAS(EC)+HFS y pCAS(EI)+HFS (Figura 18), exhibieron LTP en la via BLA-
Cl, demostrando que la asociacion entre el EC y el El es necesaria para producir la
regulacion homeostatica que modifica el umbral para inducir subsecuente
plasticidad sinaptica en la Cl. El ANOVA de medidas repetidas, comparando las
pendientes de los PPSEs después de la estimulacion de alta frecuencia, revelo
diferencias significativas entre los cinco grupos, F(s50)= 42.56. Mientras que el
andlisis post-hoc con el test de Fisher, mostré que el grupo CAS+HFS presenté
diferencias significativas al compararlo con el resto de los grupos (p<0.001).
Adicionalmente, el analisis mostré que los grupos HFS, pCAS(EC)+HFS, pCAS
(EN+HFS y EXT+HFS no presentaron diferencias estadisticamente significativas
cuando se compararon entre si, mostrando que la extincion del CAS permite la
posterior induccion de LTP en la via BLA-CI in vivo. No obstante, el analisis
estadistico de los valores de la pendiente de los PPSEs, para los tltimos 20m del
registro también revel6 diferencias significativas entre los grupos, F(s,50)= 55.61. Sin
embargo, el anadlisis post-hoc ahora mostr6 que el grupo EXT+HFS fue
estadisticamente diferente de los grupos HFS, pCAS(EC)+HFS y pCAS(EN+HFS
(p<0.001) y ya no del grupo CAS+HFS, mostrando que la extincion del CAS no
permite el mantenimiento de la LTP en la Cl. Estos resultados estan en consonancia
con los estudios que sugieren que la extincion no degrada la memoria original, sino

gue genera un nuevo aprendizaje (Maren, 2011; Maroun et al., 2012).
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Figura 18. El pseudoentrenamiento en el CAS no genera el cambio metaplastico en la via
BLA-CI. Graficas donde se representa la media (+ EEM) del porcentaje de la pendiente de los
PPSEs con respecto a la linea base (100%) para los grupos pCAS(EI)+HFS y pCAS(EC)+HFS.
La flecha representa la estimulacion de alta frecuencia (10 trenes de 100 Hz/1s/20s intertrén).
Los trazos muestran ejemplos representativos de los PPSEs tomados antes (1: linea gris), 20
minutos (2: linea negra) y 130 minutos (3: linea punteada) después de la estimulacion de alta
frecuencia. Los nameros al interior de cada gréafica representan la media (+ EEM) de la
pendiente de los PPSEs después de la estimulacién de alta frecuencia para cada grupo. Escala:
0.5 mV, 10 ms.

La extincion de CAS modifica la excitabilidad basal de la proyeccion BLA-CI.

El registro de las curvas 1/O mostré que la adquisicion y la extincion del CAS
modifican la excitabilidad basal de la via BLA-CI. El analisis de regresion no lineal
de las curvas 1/O revelo diferencias significativas entre el grupo CAS+HFS y los

grupos pseudoentrenados (p<0.001), sugiriendo que el CAS produce un incremento
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en la eficiencia sinaptica de la via BLA-CI. Estos resultados concuerdan con lo
reportado previamente por estudios de nuestro grupo de trabajo (Rivera-Olvera et
al., 2016; Rodriguez-Duréan et al., 2017). Asimismo, de manera interesante, la curva
I/O para el grupo EXT+HFS presento diferencias significativas en comparacion con
la de los animales pertenecientes a los grupos entrenados y pseudoentrenados en
el CAS (p<0.001). Estos resultados indican que el proceso de extincion revierte el
incremento en la eficacia sinaptica de la via BLA-IC generado por el entrenamiento

en el CAS (Figura 19).
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Figura 19. La extincién del CAS modifica la excitabilidad basal de la proyeccién BLA-
Cl. La gréfica representa la media (+ EEM) delas curvas /O para los grupos HFS,
CAS+HFS, EXT+HFS, pCAS(EC)+HFS y pCAS(El)+HFS. Para construir la curva fueron
utilizados multiplos (1-10) de la estimulacion basal, la cual fue determinada como la
estimulacion necesaria para evocar una respuesta de 0.10 mV.
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d) Resultados moleculares

La extincion del CAS incrementa la expresion de CaN en la Cl

Con el propdsito de explorar parte de los mecanismos implicados en la regulacion
homeostatica de la LTP en la via BLA-CI, debido a la extincion del CAS, decidimos
evaluar, por medio del ensayo de Western blot, la expresion de la proteina fosfatasa
CaN y el estado fosforilado de la proteina Akt, uno de los blancos rio abajo de la via

de sefalizacion desencadenada por la PI-3K.

El analisis de los resultados obtenidos por el Western blot revel6 que la
extincion del CAS incrementa la expresion de CaN en la Cl. Como se muestra en la
Figura 20a, 48 h después de la novena sesién de extincion, la Cl mostré un aumento
significativo en los niveles de CaN, en comparacion con los grupos CAS e INT
(ANOVA de una via; F(2,6)= 14.38, p<0.001). Por otro lado, el grupo CAS exhibié un
incremento significativo en los niveles de p-Akt en comparacion con los grupos EXT
e INT (Figura 20b). Sin embargo, también se observaron diferencias significativas
entre estos dos Ultimos grupos. EI ANOVA de una via mostré diferencias
significativas entre los grupos, F(2,6)=48.74, p<0.001. Estos resultados sugieren que
el trazo de memoria generado por la extincion del CAS podria estar regulado por la

expresion de CaN en la Cl.
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Figura 20. La extincidon del CAS incrementa la expresion de CaN en la Cl. Se muestran los
Western blots representativos y el andlisis densitométrico, en porcentaje con respecto al control
de carga, para los niveles de CaN (A) y fosfo-Akt (p-Akt) (B) de la Cl en cada grupo (CAS EXT
e INT). Nétese que el proceso de extincion del CAS incrementa los niveles de CaN en la Cl, en
comparacion con los grupos CAS e INT, ademas de disminuir los niveles de p-Akt en
comparacion con el grupo CAS, pero sin alcanzar los niveles de esta proteina para el grupo
INT. ** p<0.01.
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VIIl. DISCUSION

El aprendizaje y la memoria son fendmenos asociados a modificaciones en la
fortaleza de las conexiones sinapticas que dependen de patrones especificos de
actividad neuronal (Citri y Malenka, 2008). Asi, los cambios plasticos suelen
manifestarse como expresiones de plasticidad hebbiana, que modifican
progresivamente las propiedades de los circuitos neuronales, 0 como expresiones
de plasticidad homeostatica, promoviendo la estabilidad y el funcionamiento

correcto de dichos circuitos (Turrigiano y Nelson, 2000).

Al dia de hoy, se considera que diversas expresiones de plasticidad
sinaptica actian de manera conjunta orquestando la induccién y el mantenimiento
de cambios sinapticos asociados con la experiencia (Smith, Heynen y Bear, 2009).
En este sentido, se considera que mecanismos de plasticidad homeostatica, como
la metaplasticidad, juegan un papel crucial en la formacion y la persistencia de la

memoria (Abraham, 2008; Pérez-Otafio y Ehlers, 2005).

Por otra parte, se ha observado que la adquisicibn de memorias aversivas
repercute en la capacidad de experimentar subsecuente plasticidad sinaptica,
modificando el umbral para inducir LTP o LTD (Yashiro y Philpot, 2008). En el
presente trabajo evaluamos el efecto de la extincion de una memoria gustativa
aversiva sobre la posterior induccion de LTP en la proyeccion que emerge del
nacleo basolateral amigdalino hacia la corteza insular, un area neocortical que es

considerada el relevo final de la via gustativa.
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Para tal fin, empleamos el condicionamiento de aversion a los sabores, una
tarea conductual que es capaz de modular las propiedades de las neuronas en la
Cl, promoviendo modificaciones plasticas y cambios en la actividad de genes de
expresion temprana, como el c-fos, en dicha regién neocortical (Accolla y Carleton,
2008; Bernstein y Koh, 2007). Parte de los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que el entrenamiento en el CAS previene la subsecuente induccion de
LTP en la via BLA-CI 48 h después de realizar la prueba de aversion. Estos
resultados concuerdan con lo reportado previamente por estudios de nuestro grupo
de investigacién (Rivera-Olvera et al., 2016; Rodriguez-Duran et al., 2011;
Rodriguez-Duran y Escobar, 2014). Sin embargo, el hallazgo principal de este
trabajo revelé que cuando los animales son sometidos al proceso de extincion del
CAS, el bloqueo para inducir posterior LTP en la via BLA-CI es revertido. No
obstante, la potenciacién generada no persiste por mas de una hora y decae hasta
valores propios de la linea base. En este sentido, diversos estudios sugieren que el
proceso de extincion implica la formaciébn de una nueva memoria y que su
consolidacion requiere de eventos de plasticidad sinaptica (Bouton, 2004; Li et al.,
2016; Maroun et al., 2012; Mauk y Ohyama, 2004; Rescorla, 2001; Rodriguez-

Serrano, Ramirez-Leon, Rodriguez-Duran, y Escobar, 2014).

En este mismo orden de ideas, en un estudio pionero, llevado a cabo por
Accola y Carleton, a través de la generacion oOptica de imagenes de actividad
intrinseca cortical, se encontro que el entrenamiento en el CAS para un sabor dulce
y placentero, generaba una representacion en la Cl parecida a la representacion

generada para un sabor amargo y desagradable. Sin embargo, de manera
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interesante, cuando se entrenaba a los animales en la extinciéon del CAS, la
representacion cortical del estimulo se volvia a modificar, originando una
representacion, nuevamente similar a la de un sabor agradable (Accola y Carleton,
2008). Asi, podemos entender a la extincién del CAS como un nuevo aprendizaje
que interfiere o invalida la asociacion original entre el estimulo condicionado vy el
incondicionado, modificando el umbral para la induccion de plasticidad sinaptica
subsecuente. Ademas, nuestros resultados sugieren que los cambios metaplasticos
que ocurren después del entrenamiento en el CAS funcionan no sélo como
protectores, sino como moduladores del almacenamiento de informacién, ya que

dichos cambios parecen ser revertidos cuando se extingue el aprendizaje adquirido.

Desde otro punto de vista, algunos investigadores han considerado a la
extincion de la memoria como un fendmeno de “desaprendizaje”, en el que los
cambios plasticos generados por la adquisicion de la memoria original, son
revertidos a través de un proceso de depotenciacion sinaptica, es decir, un retorno
de las sinapsis potenciadas a la linea de base (por ejemplo, LTD) (Dalton, Wang,

Floresco y Phillips, 2008; Hong et al., 2009; Li et al., 2016; Myers et al., 2007).

En este mismo orden de ideas, en un estudio reciente llevado a cabo por
nuestro grupo de trabajo, se observo que la induccion de LTD en la proyeccién BLA-
Cl previa al entrenamiento en el CAS facilita la extincion de esta tarea. Por el
contrario, la induccion de LTP previo a la adquisicion del CAS mejora la retencion
de este aprendizaje, sugiriendo una modulacion bidireccional de la extincion del

CAS en respuesta a la LTP o LTD de la proyeccion BLA-CI y, proporcionando
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ademads, evidencia de una regulacion homeostatica del aprendizaje gustativo
(Rodriguez-Duran et al., 2017). Del mismo modo, Rogan y colaboradores
demostraron que el condicionamiento de miedo a un tono, incrementa las
respuestas evocadas por dicho estimulo en las neuronas de la proyeccion talamo-
amigdala lateral de ratones registrados en libre movimiento. Sin embargo, estas
respuestas presentaron una depotenciacion de su respuesta cuando el tono, que
resultaba aversivo a los animales, era entrenado como un estimulo seguro (Rogan,

Leon, Pérez y Kandel, 2005).

Lo anterior sugiere que la LTP generada por el aprendizaje puede ser
revertida durante el entrenamiento de extincion de la tarea, a través de procesos
sinapticos relacionados con la LTD (o depotenciacion) de las conexiones
neuronales. Aunado a esto, en un estudio reciente realizado por Li y colaboradores,
se encontré que la extincibn del CAS conlleva a la reduccion de la eficiencia
sinaptica de circuitos corticales en la insula, respaldando un vinculo funcional entre
la LTD de la Cl y la extincion del CAS (Li et al., 2016). En este sentido, el presente
estudio, mediante el registro y analisis de curvas entrada-salida para las respuestas
evocadas por la Cl, reveld que el entrenamiento en el CAS fortalece la eficiencia de
la comunicacion entre el BLA y la Cl, mientras que la extincion revierte dicho
fortalecimiento. Estos datos sugieren que el proceso de extincion del CAS es capaz,
por si mismo, de alterar el estado de la transmision sinaptica basal de la via BLA-CI
generado por la memoria de aversion al sabor. Asi, la disminucion en la excitabilidad
basal de esta via podria conducir a un cambio en el umbral para la generacion de

la plasticidad sinaptica posterior. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado
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previamente por Kimy colaboradores, en donde se demostré que el entrenamiento
en la extincion del condicionamiento de miedo generaba depotenciacion de la
transmision sinptica basal de la amigdala lateral, previamente potenciada por la
adquisicién de la memoria de miedo. Ademas, en dicho estudio también se encontr
que la extincion es capaz de inhibir la generacion de LTD ex vivo en rebanadas
cerebrales de los animales entrenados (Kim et al., 2007). Estos hallazgos, junto con
los reportados en este trabajo, apoyan la existencia de una regulacién homeostatica,
concisa y dinamica, de los circuitos neuronales para la apropiada funcién

conductual.

En la actualidad, mudaltiples evidencias indican que los mecanismos
bioguimicos y moleculares de la depotenciacién son opuestos a los de la LTP, lo
que sugiere un papel especifico para actores moleculares como las cinasas y
fosfatasas en el control bidireccional de la fortaleza sinptica (Lisman, 1994). Por lo
tanto, se conoce que la LTP esté asociada a la fosforilacion de distintas proteinas,
entre las que se encuentran CaMKIl, MAPK, y Akt uno de los sustratos rio abajo de
la via de sefalizacion activada por la PI3K, asi como una regulacién a la baja de la
actividad de algunas proteinas fosfatasas y la fosforilacion e insercién en la
membrana de receptores AMPA (Malinow y Malenka 2002; Riedel 1999). La
depotenciacion, en contraste, esta asociada a la desfosforilacion de las proteinas
Akt, MAPK y CaMKIl; al incremento en la actividad de proteinas fosfatasas,
incluyendo a la calcineurina y a la proteina fosfatasa 1 (PP1); y a la desfosforilacion
e internalizacion de los receptores AMPA (Zhou y Poo 2004, Lin et al., 2003c). Por

tanto, mientras que la estimulacion de alta frecuencia, inductora de LTP, involucra
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cascadas de segundos mensajeros que culminan en transcripcion génica y sintesis
de proteinas, la estimulacion de baja frecuencia, inductora de LTD, contrarresta
esos efectos en cada nivel. De acuerdo con esta evidencia, en nuestro presente
estudio buscamos conocer el estado de algunos de estos actores moleculares
después de la adquisicion y la extincion del CAS. Para ello, evaluamos el estado
fosforilado de la proteina Akt y los niveles de expresion de CaN en la Cl mediante
ensayos de Western blot. Los resultados obtenidos mostraron que la extincion del
CAS incrementa la expresion de la proteina fosfatasa CaN en la Cl, 48 h después
de la ultima sesién de extincion. Por otra parte, la extincion también es capaz de
disminuir la fosforilacién de la proteina Akt (Th308) en la Cl, sugiriendo un proceso
de depotenciacién de la eficiencia sindptica de la proyeccién BLA-CI como resultado
de un proceso metaplasico regulador del trazo de memoria previamente generado

por el CAS.

Por otra parte, se conoce poco acerca de los mecanismos moleculares de
la metaplasticidad, sin embargo, diversos autores sugieren que la modulacion de la
actividad de proteinas cinasas y fosfatasas puede modificar el umbral para la
induccion de plasticidad sinaptica (Bear, 2003; Jedlicka, 2002; Zhang et al., 2005).
Por otra parte, dada la capacidad de los receptores NMDA para funcionar como una
compuerta para la induccion de varias formas de plasticidad sinaptica, los cambios
en la funcion de estos receptores son claramente el modo mas directo de alterar los
umbrales para la generacion de cambios plasticos (MacDonald, Jackson y Beazely,

2006).
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En este sentido, se ha propuesto un mecanismo mediante el cual los
cambios en el umbral para generar plasticidad sinaptica son dependientes de la
proporcion de las subunidades del receptor NMDA (Philpot et al., 2007; Quinlan et
al., 1999; Quinlan et al., 2004). La subunidad GIuN2A tiene una cinética mas rapida,
es decir, los canales NMDA que contienen la subunidad GIUN2A abren y cierran un
mayor niumero de veces que cuando dichos canales contienen la subunidad GIuN2B
(Erreger et al., 2005). Este efecto produce que los receptores NMDA que contengan
subunidades GIuN2A, presenten una mayor resolucién (es decir, responde mas
efectivamente) ante los estimulos de alta frecuencia, como los que inducen LTP,
mientras que los que contengan la subunidad GIuN2B tendran una mayor resolucion
ante estimulos de baja frecuencia, como los que inducen LTD (Pérez-Otafio y

Ehlers, 2005; Shipton y Paulsen, 2014; Yashiro y Philpot, 2008).

A este respecto, se sabe que la proteina CaN juega un papel importante en
la promocién de la endocitosis del receptor NMDA conformado por la subunidad
GIuN2B (Snyder et al., 2001). Asimismo, esta fosfatasa puede reducir el tiempo de
apertura del canal de dicho receptor (Lieberman y Mody, 1994; Shi et al., 2000; Tong
et al., 1995), conduciendo a una entrada reducida de calcio a través de éste y, por
tanto, favoreciendo la induccién de LTD. En relacién con lo anterior, en un estudio
previo realizado por Winder y colaboradores en 1998, se observo que la
sobreexpresion de CaN, en la region CAl de ratones, es capaz de inhibir la fase
tardia de la LTP (L-LTP, por sus siglas en inglés) pero no la temprana (E-LTP, por
sus siglas en inglés) (Winder, Mansuy, Osman, Moallem y Kandel, 1998). En

concordancia con la anterior, los resultados aqui obtenidos muestran que la
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extincion del CAS incrementa los niveles de CaN en la Cl. Ademas, pese a que los
animales con extincién del CAS presentaron LTP en la Cl, esta potenciacion no se

mantuvo por mas de 1 hora (E-LTP).
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados derivados del presente estudio muestran que:

1. La extincion del CAS permite la subsecuente induccion, pero no el

mantenimiento, de la LTP en la proyeccion BLA-CI in vivo.

2. Laextincion del CAS revierte el incremento en la excitabilidad basal de las
neuronas de la proyeccion BLA-CI, generado por el entrenamiento en el
CAS. Sugiriendo una modificacion en el umbral para la induccion de

subsecuente plasticidad sinaptica.

3. La extincién del CAS incrementa la expresion de la proteina fosfatasa CaN

en la Cl.

4. El entrenamiento en el CAS incrementa los niveles de p-Akt en la CI.

En resumen, los resultados de este trabajo muestran que la extincion del
CAS regula de forma homeostatica, la respuesta de la via BLA-CI a eventos
posteriores de plasticidad sinaptica, probablemente a través de la disminucion de la

excitabilidad basal de la via y del incremento en los niveles de CaN en la CI.
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Xl. ANEXO

El anexo corresponde al articulo que conjunta los principales hallazgos del proyecto
de investigacion que se presentan en esta tesis, el cual fue enviado para su
publicacion. Especificamente muestra que la extincion del CAS previene el
mantenimiento de la LTP en la via BLA-CI, ademas de incrementar la expresion de

CaN en la ClI.
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ABSTRACT

Accumulating evidence indicates that homeostatic plasticity mechanisms dynamically adjust
synaptic strength to promote stability that is crucial for memory storage. Our previous studies
have shown that prior training in conditioned taste aversion (CTA) prevents the subsequent
induction of long-term potentiation (LTP) in the projection from the basolateral nucleus of
the amygdala (BLA) to the insular cortex (IC) in vivo. We have also reported that induction
of LTP in the BLA-IC pathway modifies the CTA extinction. Memory extinction involves the
formation of a new associative memory that inhibits a previously conditioned association.
The aim of the present study was to analyze the effect of CTA extinction on the ability to
induce subsequent LTP in the BLA-IC projection in vivo. Thus, 48 h after CTA extinction
animals received high frequency stimulation in order to induce IC-LTP. Our results show that
extinction training allows the induction but not the maintenance of IC-LTP. In addition, with
the purpose of exploring part of the mechanisms involved in this process and since a body
of evidence suggests that protein phosphatase calcineurin (CaN) is involved in the extinction
of some behavioral tasks, we analyzed the participation of this phosphatase. The present
results show that extinction training increases the CaN expression in the IC. These findings
reveal that CTA extinction promotes a homeostatic regulation of subsequent IC synaptic

plasticity maintenance probably through increases in CaN levels.

Keywords: Metaplasticity, CTA, Extinction, LTP, Insular Cortex.

1. INTRODUCTION
Nowadays it is widely considered that learning and memory are supported by cellular

mechanisms that generate changes in connectivity within the neural circuits. Specific
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neuronal activity patterns lead to durable increases or decreases in the strength of synaptic
connections, termed long-term potentiation (LTP) and long-term depression (LTD)
respectively (Citri & Malenka, 2008; Vitureira & Goda, 2013). Nevertheless, stable but
flexible neural activity is critical for proper brain function. In this context, it has been proposed
that homeostatic plasticity contributes to the overall regulation of synaptic strength by
maintaining it within a dynamic functional range (Mdller-Dahlhaus & Ziemann, 2015).
Metaplasticity, the process in which the activity history of a given neural network shapes the
direction, duration and magnitude of future synaptic changes, is ideally suited to prepare
neuronal networks for encoding specific information, thereby ensuring subsequent learning
and long-lasting memory storage (Hulme, Jones, & Abraham, 2013; Schmidt, Abraham,
Maroun, Stork, & Richter-Levin, 2013; Hager et al., 2015; McHail & Dumas, 2015; Miller-

Dahlhaus & Ziemann, 2015; Li et al., 2017).

In this regard, it has been demonstrated that previous acquisition of aversive learning can
maodify the ability to express subsequent LTP in both the hippocampus (Hirata et al., 2009,
Xu et al., 2014) and neocortex (Rodriguez -Duran, Castillo, Moguel-Gonzalez, & Escobar,
2011; Rodriguez-Duran & Escobar, 2014; Rivera-Olvera, Rodriguez-Duran, & Escobar,
2016). The insular cortex (IC) is a region of the brain that lies in the temporal neocortex and
is known for its role in processing aversively motivated learning tasks, like conditioned taste
aversion (CTA) (Elkobi, Ehrlich, Belelovsky, Barki-Harrington, & Rosenblum, 2008;
Adaikkan & Rosenblum, 2015; Li et al., 2016), a form of associative learning where the
subject associates a novel taste with a subsequent transient visceral illness (Bermudez-
Rattoni, 2014; Welzl, D’Adamo, & Lipp, 2001). After the establishment of an association
between the two stimuli, the conditioned response will decrease if the taste is presented in

the absence of noxious stimulus and this phenomenon is called extinction (Maren, 2011;
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Maroun, Kavushansky, Holmes, Wellman, & Motanis, 2012; Hadamitzky et al., 2016;

Rodriguez-Duran, Martinez-Moreno, & Escobar, 2017).

Currently it is widely accepted that memory extinction involves the formation of a new
associative memory that inhibits a previously conditioned association rather than unlearning
of acquisition (Bouton, 2004; Maren, 2011; Maroun et al., 2012). Regarding the
mechanisms, it has been demonstrated that fear training induces the phosphorylation of
specific protein substrates such as phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K) while extinction is
accompanied by an increase in the activation of calcium/calmodulin-dependent protein
phosphatase, calcineurin (CaN) (Lin et al., 2003b). Likewise, it has been reported that CaN
is involved in the induction of LTD in the hippocampal CA1 region (Mulkey, Endo, Shenolikar
& Malenka, 1994), as well as that its inhibition blocks the generation of LTP in the rat visual

cortex (Funauchi, Haruta, & Tsumoto, 1994).

Our previous studies showed that CTA training modifies the ability to induce subsequent
Bla-IC LTP generated either by high frequency stimulation (HFS) (Rodriguez-Duran et. al,
2011; Rodriguez-Duran & Escobar, 2014) or by brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
(Rivera-Olvera et al., 2016). Additionally, we reported that induction of LTP in the Bla-IC
projection previous to CTA training increases the retention of this task (Escobar &
Bermudez-Rattoni, 2000), while LTD induction facilitates its extinction (Rodriguez-Duran et
al., 2017). However, whether CTA extinction modifies the induction of subsequent synaptic
plasticity in the IC has not yet been addressed. In the present study, we explored the effect
of CTA extinction training on the ability to induce subsequent in vivo LTP in the BLA-IC

projection as well as the potential participation of CaN in this process.
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2. METHODS
2.1. Animals

Seventy-three male Wistar rats weighting 350-380g were used for the present study. All rats
were caged individually and kept on a 12:12 light—dark cycle at 22°C with food and water
available ad libitum except for experimental phases as noted below. Experiments were
performed in accordance with the Norma Oficial Mexicana and with the approval of the
Animal Care Committee of the Faculty of Psychology of the National Autonomous University

of Mexico.

2.2. Conditioned taste aversion

Animals were placed on a water deprivation schedule, allowing access to water twice a day
from a graduated cylinder. Water intake during 10 min drinking interval was recorded for
each rat in the course of 3 days. On the day of conditioning, rats were allowed to drink
saccharin solution 0.1% (Sigma, St. Louis, MO) instead of water, and 10 min later, rats were
injected i. p. with LiCl (0.15 M; 7.5 ml/kg) to induce gastric malaise. After three more days
of baseline consumption, saccharin solution was presented again to test the aversion. The
reduction of saccharin consumption was used as a measure of the strength of aversion.
During the extinction phase, nine extinction trials (one every other day over the course of

eighteen days) were given to the groups indicated below.
2.3. Electrophysiological procedures

Animals were anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg i.p.) and given supplemental

injections at 1-h intervals. Body temperature was maintained at 35 °C with a heating pad. IC
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responses were recorded unilaterally by using a monopolar stainless-steel electrode.
Constant current stimulation (300—600 pA monophasic pulses, 0.25 ms duration) was
provided via direct and unilateral stimulation of the Bla by using a stainless steel bipolar
electrode (Fig 1). Animals with unclear electrode placement were discarded. IC evoked
responses were measured by obtaining the field excitatory postsynaptic potential (EPSP)
slope measured 1-3 ms after the EPSP onset. During the 20 min baseline period responses
were evoked at 0.05 Hz. LTP was induced by delivering 10 trains of 100 Hz/1 s with an
intertrain interval of 20 s. After train delivery, IC evoked responses were collected for two
hours. LTP was calculated as a percentage compared to the mean slope of the field

potentials of the entire baseline period prior to the delivery of HFS.

2.4 Experimental design

To examine the effect of CTA extinction on the subsequent induction of IC-LTP, animals
were distributed into the following treatment groups: (1) HFS group (n = 10) which received
HFS capable of inducing IC-LTP; (2) CTA + HFS group (n = 10) which was trained in the
CTA task and 48 h after the aversion test received HFS capable of inducing LTP; (3) EXT +
HFS group (n = 15), which was trained in the CTA task including the extinction phase and
48 h after the last extinction trial received HFS to induce LTP; (4) pCTA (UCS) + HFS group
(n =10), in which HFS was applied 48 h after pseudo-training in the CTA task, in this group
LiCl was replaced by phosphate-buffered saline (PBS) during the acquisition session; (5)
pCTA (CS) + HFS group (n = 10), in which HFS was applied 48 h after pseudo-training in
the CTA task, this group received LIiCl in the absence of conditioned stimulus (saccharin
solution) during the CTA acquisition session. For all groups, the evoked responses were

collected for 2 h after HFS application. 1/0O curves were assessed for baseline synaptic
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responses in the Bla-IC pathway using multiples of threshold intensity (1-10X), either 48 h
after the aversion test (for groups trained or pseudotrained in CTA) or after the last extinction
trial for group EXT + HFS. The stimulation intensity required to produce a response

amplitude of 0.10 mV, was defined as the threshold intensity.

2.5. Western blot procedure

In order to analyze the phosphorylated state of a downstream target of PI-3K cascade
protein kinase B (Akt), a signaling pathway associated with acquisition of fear learning and
generation of LTP (Barros et al., 2001; Lin et al. 2001; Horwood, Dufour, Laroche, & Davis
2006), as well as the expression of protein phosphatase calcineurin, eighteen additional
animals were used to perform Western blot assays. Animals were divided into the following
groups: CTA (n=6), in which animals were trained in the CTA task and the IC was
microdissected, 48 h after the aversion test; EXT group (n=6), in which animals were trained
in CTA, including the extinction phase and the IC was microdissected 48 h after the last
extinction trial; and intact (INT) group (n=6), consisting of animals in which the Western blot
assay was performed without previous training. Bilateral IC of each animal was lysated in
ice-cold lysis buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1ImM Na;EDTA, 1mM EGTA,
1% Triton, 2.5 mM NaPPi, 1mM B-glycerophosphate, 1 mM NasVO., 1 pg/ml leupeptin)
supplemented with 10 mM protease inhibitors (Mini Complete, Roche, Manheim, Germany).
Samples of the 6 animals of each group were pooled, performing three independent assays
for each pool during the Western blot analysis. Following, the samples were centrifuged at
8000g for 30 min at 4 °C, and the supernatant was recovered. Protein concentration was
measured using Bradford assay, with bovine serum albumin as standard. Aliquots

containing 50 ug protein each were separated by SDS-PAGE gel electrophoresis using 10%
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polyacrylamide. Each gel was then transferred to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad,
California, USA). After that, membranes were blocked overnight at 4° C in TBS containing
5% nonfat milk and 0.1% Tween 20 (TBS-Tween). After washing the membrane three times
with TBS-Tween, primary antibodies against (-actin (horseradish peroxidase (HRP)
conjugate) (1:20000, #13E5, Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA), calcineurin
(1:5000, #610259, BD Biosciences, New Jersey, USA), p-Akt (Thr 308) (1:1500, #9275, Cell
Signaling Technology, Massachusetts, USA) or Akt (1:2000, #9272 Cell Signaling
Technology, Massachusetts, USA) were applied and incubated at room temperature for 1

h.

The blots were probed with anti-B-actin-HRP conjugate or anti-Akt after stripping, which
were used as loading controls. The protein bands were visualized with appropriated HRP-
linked secondary antibodies using the ECL Prime Western blotting detection reagent (GE
Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA); images were captured and densitometric analysis
was performed with Image J software version 1.46r software (U. S. National Institutes of

Health, Bethesda, Maryland, USA).

3. RESULTS

Stimulating and recording electrodes were correctly located in the Bla and IC respectively
for all groups (Fig. 1) as revealed by histological examinations. Animals with unclear

electrode placement were excluded from the analysis.

The IC field EPSP consisted of 0.37 £ 0.05 mV (mean + S.E.M.) potentials elicited with 300—
600 pA current intensities and displayed an onset at 2—-3 ms and a peak at approximately
7-9 ms, with an average slope of 0.088 £ 0.003 (mean + S.E.M.), in agreement with previous

studies (Rivera-Olvera et al., 2016; Rodriguez-Duran et al., 2017).
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3.1.CTA

Water intake during the acquisition session did not differ among groups. The average
baseline means (£S. E. M.) of water intake were (in ml) 18.25 + 0.36, 18.20 £ 0.63, 20.45 +
0.08 and 17.87 + 0.36 for EXT+HFS, CTA+HFS, pCTA(CS)+HFS and pCTA(UCS)+HFS
group, respectively. However, during the aversion test ANOVA for saccharin consumption
revealed significant differences among groups (Fz 1= 169.90, p < 0.001). Post-hoc analysis
with Fisher’s test, showed specific differences between trained and pseudo-trained groups

(p < 0.001, Fig. 2A).

3.2. Extinction of CTA prevents the maintenance of LTP in the IC in vivo

The present results show that extinction of CTA allows the induction but not the maintenance
of subsequent LTP in the Bla-IC projection 48 h after the last extinction trial, whereas
animals that only were trained in CTA did not present IC-LTP 48 h after the aversion test, in
agreement with previous studies (Rodriguez-Duran et al., 2011; Rodriguez-Duréan et al.,
2014; Rivera-Olvera et al., 2016). Animals from groups HFS, pCTA(UCS)+HFS and
pPCTA(CS)+HFS exhibited IC-LTP (Fig. 2B), demonstrating that the association between CS
and UCS is necessary to produce the homeostatic regulation of synaptic strength in the IC.
Repeated-measures ANOVA analysis for immediately after tetanus slope increases
revealed significant group differences (Fss0= 42.56). Post-hoc analysis with Fisher’s test,
showed that CTA+HFS group presents significant differences with the rest of groups (p <
0.001). Groups HFS, pCTA(UCS)+HFS, pCTA(CS)+HFS and EXT+HFS were not
statistically different from each other, showing that extinction of CTA allows the induction of

in vivo IC-LTP. Nonetheless, statistical analysis for the last 20 m of recordings revealed
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significant group differences (F4s50= 55.61). Post-hoc analysis showed that EXT+HFS group
was statistically different from HFS, pCTA(UCS)+HFS and pCTA(CS)+HFS groups (p <
0.001) but not from CTA+HFS group, showing that extinction does not allow the
maintenance of subsequent LTP. These results are in agreement with studies reporting that
extinction does not degrade the original memory-trace, but instead generates new learning

(Maren, 2011; Maroun et al., 2012).

3.3. 1/O relationship

Non-linear regression analysis of 1/O relationship, revealed significant differences between
the CTA and pseudotrained groups (p < 0.001), in agreement with our previous results
(Rivera-Olvera et al., 2016; Rodriguez-Duran et al., 2017). Interestingly, I/O curve from
EXT+HFS group exhibits significant differences compared to CTA and pseudotrained
groups (p < 0.001) (Fig. 2C). These data indicate that the extinction process reverts the

increases in synaptic efficacy of the Bla-IC pathway elicited by CTA training.

3.4. CTA-extinction increases the CaN expression in the insular cortex

It has been demonstrated that fear conditioning induces phosphorylation of specific
substrates such as PI-3K in the amygdala of trained animals (Lin, Lee, & Gean, 2003a; Lin
et al., 2003b). However, these changes decrease after extinction training and are
accompanied by an increase in the protein levels and enzymatic activity of CaN (Lin et al.,
2003a; Lin et al.,, 2003b). Thus, with the purpose of exploring part of the mechanisms

involved in the homeostatic regulation of IC-LTP due to CT extinction we assessed by
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Western blotting the phosphorylated state of a downstream target of PI-3K cascade (Akt)

and the expression of protein phosphatase CaN.

Western blot analysis showed that CTA-extinction increases the CaN expression in the IC.
As shown in Fig. 3A, 48 h after the ninth extinction trial the IC showed a significant increase
in CaN levels, as compared to CTA and INT groups (one-way ANOVA analysis; F2¢= 14.38;
p < 0.001). On the other hand, group CTA exhibited a significant increase in p-Akt levels
compared to groups EXT and INT (Fig. 3B). Nevertheless, significant differences were
observed between the latter two groups. One-way ANOVA analysis revealed significant
differences among groups (F26= 48.74; p < 0.001). These results suggest that memory trace

generated by extinction of CTA might be regulated by CaN expression in the IC.

4. DISCUSSION

Metaplasticity contributes to the regulation of synaptic plasticity that is critical for healthy
cognition and learning (Singh & Abraham, 2017). Hence, both LTD and LTP thresholds can
be modified in a metaplastic manner, changing the ability to induce further synaptic plasticity
(Yashiro & Philpot, 2008). In the present study, we show that extinction of CTA allows the
induction but not the maintenance of subsequent IC-LTP, 48 h after the last extinction

session.

In previous studies we showed that CTA training modifies the ability to induce subsequent
Bla-IC-LTP generated by either BDNF administration or HFS (Rivera-Olvera et al., 2016;

Rodriguez-Duran & Escobar, 2014). Our present results show that CTA-extinction prevents
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the maintenance of subsequent IC-LTP. In this line of ideas, substantial evidence suggests
that extinction creates a new memory and consolidation of this process requires synaptic
plasticity (Bouton, 2004; Li et al., 2016; Maroun et al., 2012; Mauk & Ohyama, 2004,
Rescorla, 2001; Rodriguez-Serrano, Ramirez-Leon, Rodriguez-Duran, & Escobar, 2014). In
this regard, using in vivo optical imaging, Accola and Carleton showed that inducing CTA to
a sweet and pleasant stimulus induced plastic rearrangement of its IC representation,
becoming more similar to a bitter and unpleasant taste representation. Interestingly, CTA
extinction reshaped the IC representation of the stimulus turning it back to a pleasant one
(Accola & Carleton, 2008). Thus, CTA extinction can be considered as a new learning that
interferes with, or overrides, the original conditioned-unconditioned stimulus association,

modifying the thresholds for the induction of subsequent synaptic plasticity.

In a recent study from our group it was observed that induction of LTD in the Bla-IC
projection before CTA training facilitates the extinction of this task. Conversely, prior LTP
induction enhances CTA retention, suggesting a bidirectional modulation of CTA extinction
in response to IC-LTP or LTD and providing evidence of the homeostatic adaptation of taste
learning (Rodriguez-Durén et al., 2017). In accordance with the above, several studies have
emerged in support of a mechanism consistent with an unlearning account of extinction, in
which plasticity underlying memory is reversed through a synaptic depotentiation (i.e., a
return of potentiated synapses to baseline) (Myers, Ressler, & Davis, 2006, Kim et al., 2007,
Dalton, Wang, Floresco & Phillips, 2008; Hong et al., 2009; Li et al., 2016). Likewise, Rogan
and collaborators demonstrated that fear conditioning increases the tone-evoked responses
of lateral amygdala neurons of awake, behaving mice, nonetheless, these responses were
depotentiated when the tone was trained as a safety signal (Rogan, Leon, Perez, & Kandel,

2005). The above suggest that learning-induced LTP may be reversed during extinction
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training through neural processes related to LTD (or depotentiation) of synaptic strengths.
Moreover, in a recently study carried out by Li and collaborators it was reported that
extinction of CTA led to the reduced insular synaptic efficacy, supporting a functional link
between IC-LTD and CTA extinction (Li et al., 2016). In agreement with the above, in the
present study analysis of 1/0 curves reveals that CTA training increases the synaptic efficacy
of the Bla—IC projection, while extinction reverses this strengthening. However, it still
maintains differences with pseudotrained and naive groups. These data suggest that the
CTA process of extinction itself is able to change the basal state of the Bla-IC pathway
generated by the aversion memory. Decreased basal excitability of this pathway might leads

to a change in the threshold for the generation of subsequent synaptic plasticity.

Multiple evidences indicate that the biochemical and molecular mechanisms of
depotentiation are opposite to those of LTP, suggesting a specific role of kinases and
phosphatases in the bidirectional control of synaptic strength (Pi, & Lisman, 2008; Lisman,
1994). Thus, LTP is associated with phosphorylation of several substrates including
calcium/calmodulin dependent protein kinase 1l (CaMKIl), Akt, and mitogen-activated
protein kinase (MAPK), down-regulation of phosphatase activity, as well as phosphorylation
and membrane insertion of a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)
receptors (Riedel, 1999; Malinow, & Malenka 2002; Waltereit, & Weller 2003). In contrast,
depotentiation is associated with dephosphorylation of Akt, MAPK, and CaMKIl; up-
regulation of protein phosphatases including CaN and protein phosphatase 1 (PP1); and
dephosphorylation and internalization of AMPA receptors (Zhou, & Poo 2004; Lin, Yeh, Lu,
& Gean 2003c). Thus, whereas LTP-inducing HFS engages second messenger cascades
culminating in gene transcription and protein synthesis, depotentiation-inducing LFS

counteracts those effects at every level (Myers et al., 2006). In agreement with this, our
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present study shows that CTA extinction increases the CaN expression 48 h after the last
extinction trial and decreases the phosphorylation of Akt (Th308) in the IC, suggesting a
down-regulation of the IC synaptic efficiency as a metaplastic modulation of the memory

trace previously generated by CTA training.

In summary, our present results show that CTA extinction homeostatically regulates the
subsequent response of the Bla-IC pathway probably through decreasing basal

transmission and increasing CaN levels in the cortical circuit.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Schematic representation and representative images of electrode placement
showing the stimulated (S) and recorded (R) sites in a coronal plane (upper panel). Diagram
of the experimental procedure (lower panel). Bla: basolateral amygdaloid nucleus; IC:

insular cortex; HFS: high-frequency stimulation. Scale bar: 1 mm.

Figure 2. Extinction of CTA allows the induction but not the maintenance of IC-LTP in
vivo and modifies the basal excitability of the insular cortex. A) Liquid consumption
during the acquisition session (ACQ) and the aversion test (TEST) for CTA+HFS, EXT+HFS,
PCTA(CS)+HFS and pCTA(UCS)+HFS groups. The inset shows the extinction process over
the course of nine extinction trials (E1-E9) for group EXT-HFS. B) Plot of IC evoked
responses from HFS, CTA+HFS, EXT+HFS, pCTA(CS)+HFS and pCTA(UCS)+HFS
groups. Note that CTA training blocks LTP induction at the Bla-IC pathway, while animals
that experienced CTA extinction show induction but not maintenance of IC-LTP. The top of
each graph shows representative IC field potentials obtained immediately before (1: gray
line), 20 (2: black line) and 130 (3: dotted line) min after HFS. Arrows indicate HFS delivery.
Inner numbers show the average of EPSPs slope (percent of baseline) obtained 139 min
after HFS for each group. Scale bar: 10ms, 0.5mV. C) Plot of I/O curves for HFS, CTA+HFS,

EXT+HFS, pCTA(CS)+HFS and pCTA(UCS)+HFS groups. **p < 0.01.

Figure 3. Extinction of CTA increases the CaN expression. Representative Western
blots and densitometric analysis of CaN (A) and Akt phosphorylation (B) from CTA, EXT and

INT groups. Note that extinction training increases the levels of CaN in the IC as compared
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with CTA and INT groups, as well as, decreased phosphorylation of Akt compared to the

CTA group without reaching the p-Akt levels of the INT group. ** p < 0.01.
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