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RESUMEN

Desde la perspectiva de la neurociencia cognitiva, podemos definir memoria como el proceso
mediante el cual un organismo almacena informacién y una cuestion fundamental para dicha
disciplina constituye la investigacion en torno al como se almacena la informaciéon en el sistema
nervioso (SN). La potenciacion a largo plazo o LTP se puede definir como “el incremento prolongado
de la eficiencia sinaptica debido a la estimulacion repetitiva de las fibras aferentes a un area del
sistema nervioso” y es un fenébmeno que fue descubierto en los afios setenta que ha ayudado a
entender como funcionan los cambios dependientes de la actividad en el SN, es decir, cambios
plasticos. Se ha reportado que la LTP se presenta en diversas areas del SN, como el hipocampo y la
neocorteza. Entre las zonas neocorticales que se ha visto presentan este fenémeno se encuentra la
corteza insular (Cl), especificamente en la via que va del nicleo basolateral amigdalino (Bla) a la ClI
agranular en ratas adultas in vivo. La CI es considerada el relevo final de la via gustativa, y se ha
visto involucrada en diferentes tareas de aprendizaje aversivo como el condicionamiento aversivo a
los sabores (CAS). Se ha reportado que existe una coincidencia de mecanismos entre estos dos
fendmenos que involucran a la CI: la LTP en la Cl y el CAS. Por otro lado, en una serie de
experimentos recientes, se observé que en &reas neocorticales (visual, olfativa y motora), la
conducta produce cambios en la posibilidad de inducir subsecuentes cambios plasticos, es decir,
metaplasticidad. Asimismo, recientes investigaciones demuestran que la induccion de la LTP en la
proyeccion Bla-Cl previa al entrenamiento del CAS aumenta la retencién de esta tarea, lo cual nos
muestra que la ejecucién de una tarea conductual es modificada debido a la previa induccién de
plasticidad sinaptica. El objetivo de la presente investigacion fue analizar la influencia del
entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente induccion de la LTP en la proyeccion que va del
ndcleo basolateral amigdalino a la corteza insular de ratas adultas in vivo. Asimismo, analizar las
diferentes ventanas temporales entre el CAS y la LTP con el fin de estudiar la permanencia del
fendmeno. Para la presente investigacion se utilizaron 42 ratas Wistar con un peso de entre 350 y
380g. Estas fueron divididas en los siguientes grupos experimentales: Grupos CAS+LTP, los cuales
fueron entrenados en el CAS normalmente 48, 72, 96 y 120 horas antes de la fase electrofisiologica;
grupos pseudoCAS+LTP, los cuales fueron entrenados en el CAS 48, 72, 96 y 120 horas antes de la
fase electrofisiolégica, pero en ausencia del estimulo aversivo, por lo que en substitucién del cloruro
de litio se les administré PBS. Un grupo LTP fue introducido directamente a la fase electrofisiolégica.
Todos los animales fueron sometidos a cirugia estereotaxica con el fin de registrar los potenciales
postsinapticos excitatorios (PPSESs) en la proyeccion Bla-Cl y, posteriormente, se aplicaron trenes
de alta frecuencia para producir la LTP en la CI (10 trenes, 100Hz, 20s intertren). Los resultados
muestran que el CAS previene la subsecuente induccién de plasticidad sinaptica en la via Bla-Cl, y
que el efecto producido por el CAS sobre la LTP en la Cl se mantiene al menos por 120 horas. Estos
resultados nos muestran que el CAS produce un efecto metaplastico sobre la LTP que es
persistente en el tiempo, apoyando de esta forma a la creencia actual de que los mecanismos
responsables de los cambios plasticos dependientes de la conducta son similares a los encargados
de producir LTP.



1. INTRODUCCION.

En los dltimos cincuenta afios, la comunidad cientifica observo el
surgimiento de la llamada “neurociencia cognitiva” a partir de la confluencia de
dos disciplinas: la psicologia, particularmente en lo que se refiere al andlisis de
la conducta y la cognicion, y la neurobiologia, la cual se dedica a entender la
estructura y funcién de los circuitos neuronales en el sistema nervioso. La
neurociencia cognitiva es una aproximacion multidisciplinaria al estudio del
sistema nervioso. Desde dicha perspectiva se sostiene que los procesos
cognitivos son el resultado de la comunicacion neuronal al interior del sistema
nervioso (Milner et al., 1998; Bear et al., 2001).

La memoria se ha estudiado desde diferentes enfoques y también se ha
clasificado de diferentes maneras. Segun Baddeley este proceso se puede
dividir en: adquisicion, consolidacién y evocacion, de acuerdo con las etapas de
dicho proceso. También por su duracion, Atkinson y Shiffrin la dividieron en
corto y largo plazo, mientras que por el tipo de informacion que se almacena,
Tulving y Squire propusieron que la memoria se puede dividir en declarativa o
explicita (memoria de hechos y eventos) y no declarativa o implicita (memoria
de procedimiento) (Milner et al., 1998; Bear et al., 2001; Riegler, 2005).

Desde la perspectiva de la neurociencia cognitiva, el aprendizaje se
puede definir como el proceso mediante el cual un organismo vivo adquiere
informacion y la memoria como el proceso que permite almacenar esta
informacion. Parte de la investigacion en torno a la memoria se ha centrado en
dar respuesta a dos cuestiones que se pueden considerar como claves en el
estudio de este proceso: ¢Ddénde se almacena la informacién? y ¢(Cémo se
almacena la informacion? La primera cuestion se refiere a los sistemas que se
encargan de almacenar los diferentes tipos de memoria. Para dar respuesta al
¢cdonde se almacena la informacion? se han utilizado métodos como lesiones
especificas en ciertas areas del sistema nervioso asi como estimulacién directa
de ciertas zonas cerebrales. Actualmente, la investigacion en este rubro nos ha
acercado al conocimiento de las areas que estan involucradas en los tipos de

memoria que existen. La segunda cuestion se refiere a la forma en la que se



almacena la informacién en el sistema nervioso. Para dar respuesta a esta
pregunta se han utilizado diversos métodos como la biologia molecular y la
electrofisiologia, que han ayudado a dilucidar parte de los mecanismos, tanto
biofisicos, bioquimicos, sistémicos y conductuales, involucrados en el proceso

de almacenamiento de la informacion (Milner et al., 1998).



2. ANTECEDENTES

En 1894 Santiago Ramén y Cajal, propuso que la memoria era
almacenada a través de cambios morfolologicos y funcionales de la
comunicacion neuronal. Desde la génesis de las ideas de Cajal, surge una
pregunta que es clave para la investigacion referente tanto a la memoria como
a los sistemas neuronales: ¢la memoria involucra cambios en la eficiencia
sinaptica (es decir, cambios en la capacidad que tiene una neurona para
responder ante la estimulacion)? Con el fin de responder a ésta y otras
cuestiones, los neurocientificos han realizado numerosas investigaciones
tendientes a estudiar los cambios sinapticos en el contexto del almacenamiento
de la informacion, profundizando en el conocimiento de las moléculas que
intervienen en este proceso y caracterizando la naturaleza del fenémeno, y de
ésta forma, tratando de dar respuesta al como se almacena la informacién
(Milner et al., 1998; Bear et al., 2001).

En los afios setenta se describié un fendmeno, el cual ha ayudado a
vislumbrar la naturaleza de los procesos mnémicos, éste es conocido como

potenciacion a largo plazo o LTP, por sus siglas en inglés (Milner et al., 1998).

2.1. Potenciacion a Largo Plazo.

En 1949 Donald Hebb postulé que “cuando el axén de una célula A esta
suficientemente cerca para excitar una célula B y repetida o persistentemente
toma parte de su activacion, algun proceso de crecimiento o cambio metabdlico
tiene lugar en una o en las dos células, de modo que la eficiencia de A para
activar a B se incrementa”. Desde este punto de vista, la memoria involucra
una serie de alteraciones sinapticas que estan distribuidas en el cerebro, y se
refleja en la capacidad de las neuronas para modular las respuestas evocadas
por un estimulo y para reactivar una respuesta en ausencia del estimulo que lo
origind (Bear et al. 2001, Eichembaum, 1997). La LTP es un fenbmeno que ha
ayudado a la investigacién y comprobacién de estas ideas.

En 1973 Bliss y Leamo encontraron que trenes breves de alta frecuencia

aplicados a las aferentes excitatorias del hipocampo de los conejos, en la



proyeccion que va de la via perforante al giro dentado, causaban un incremento

en la fortaleza de las conexiones sinapticas (figura 1) (Bliss y Lemo, 1973).
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Figura 1. Ejemplo de potenciacion a largo plazo. La grafica muestra la pendiente de los
potenciales post-sinapticos excitatorios (PPSE) del area CA1 hipocampal antes y después de
la induccion de trenes de alta frecuencia (flecha) en el CA3. Los trazos de arriba muestran un
incremento en la amplitud de los PPSEs después de la induccion de los trenes.

Actualmente se define a la LTP como “el incremento prolongado de la
eficiencia sinaptica debido a un patrén de estimulacién especifico aplicado a las
fibras aferentes de un area determinada del sistema nervioso”. Por otro lado,
existe otro fendmeno plastico muy relacionado con la LTP, la depresién a largo
plazo 6 LTD, la cual se define como “el decremento prolongado de la eficiencia
sinaptica debido a un patrén de estimulacién especifico aplicado a las fibras
aferentes de un éarea determinada del sistema nervioso”. Actualmente se
considera que el postulado de Hebb se ve representado en ambos fenbmenos
(Bear et al., 2001).



Hemos mencionado que la LTP fue reportada en el hipocampo de
conejos por Bliss y Leamo hacia 1973, desde entonces se ha encontrado que
este fendbmeno no es particular de una via ni tampoco de una sola area del
sistema nervioso central, por ejemplo, en el hipocampo ademas del patrén
perforante (Bliss y Lemo,1973, Doyere et al.,1997; Roberts et al., 1997), el
fendmeno se ha reportado en las colaterales de Schaffer (Debanne et al., 1996;
Wang y Steltzer, 1996; Abraham y Hugett, 1997) y en las fibras musgosas
(Derrik et al., 1991; Nicoll y Malenka, 1995; Escobar et al., 1997). Entre las
areas no hipocampales donde se ha reportado el fenomeno de la LTP se
encuentran las siguientes vias: talamo auditivo-amigdala (Clugnet et al., 1990),
fibras paralelas-neuronas de purkinje en el cerebelo (Losi et al. 2002) y corteza
cerebral-estriado (Calabresi et al., 2000). Asimismo se ha inducido LTP en
varias regiones de la neocorteza a las que haremos referencia en lineas
posteriores (Artola y Singer, 1990; Tsumoto, 1992; Bear y Kirkwood, 1993;
Escobar et al., 1998a).

2.1.1. Caracteristicas de la potenciacion a largo plazo.

Ademas de su persistencia en el tiempo, la LTP posee ciertas
caracteristicas que reflejan la capacidad plastica de las neuronas y su
relacion con la memoria. Estas caracteristicas son la cooperatividad,
asociatividad y especificidad (figura 2) (Bailey et al., 2000). La cooperatividad
(figura 2a) se manifiesta como un fuerte requerimiento en la activacion
simultanea de las fibras presinapticas, de tal forma que se logre el estimulo
necesario para activar la LTP, la asociatividad (figura 2b) se observa cuando la
asociacion de una via sinaptica fuerte es capaz de facilitar una via débil en la
misma célula. Finalmente, la especificidad (figura 2c) se refiere a que
solamente aquellas fibras que fueron activadas por la estimulacion de alta
frecuencia van a presentar modificaciones en la respuesta sinaptica (Malenka y
Nicoll; 2003).
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Figura 2. Caracteristicas de la potenciacion a largo plazo. Esquema representativo de las caracteristicas de la
LTP. (Modificado de Feldman y Quenzer, 1984).

2.1.2. Mecanismos de la potenciacién a largo plazo.

Como hemos mencionado, el fendmeno de la LTP ha sido encontrado en
diferentes areas del sistema nervioso. Sin embargo, actualmente se ha
observado que los mecanismos moleculares que presenta la LTP en estas
distintas areas son muy similares (figura 3). Dichos mecanismos han sido
ampliamente estudiados en las vias colaterales de Schaffer en la region CA1
hipocampal. El neurotransmisor excitatorio glutamato se ha visto involucrado en
el fenomeno de la LTP inducida en el hipocampo (Kennedy y Marder 1992).
Experimentos donde se utilizaron antagonistas para el receptor ionotropico
glutamatérgico de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), muestran que la inhibicion
de este receptor evita la induccion de la LTP (Collingridge et al.,1983; Harris et
al., 1984). Durante la actividad normal de las neuronas, el glutamato activa a
los receptores AMPA (acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico),
dando lugar a la entrada de sodio al interior de la célula, contribuyendo de esta
forma a la depolarizacion de la neurona postsinaptica. Mientras tanto los
receptores NMDA (rNMDA) se mantienen inactivos ya que presentan un
bloqueo de magnesio que impide el flujo iénico a través de ellos, a pesar de
tener sitios de interaccion con el glutamato; para que se activen estos canales
es necesario que la depolarizacion elimine este bloqueo, caracteristica que lo
hace tan importante en la plasticidad sinaptica (Kandel y Hawkins, 1992). Los

rNMDA tienen ademas la caracteristica de que al ser activados no solo



permiten la entrada de iones de sodio al interior de la célula, sino que son
permeables al calcio (McDermott et al., 1986; Jahr y Stevens, 1987; Ascher y
Nowak, 1988). Ademas de la entrada de calcio a través de los NMDA, éste se
introduce a la célula por medio de canales de calcio dependientes de voltaje,
los cuales se abren en el momento en el que se da la depolarizacion de la
membrana. La entrada de calcio es el iniciador de toda una cadena de
sefalizacion donde intervienen las proteinas cinasas, capaces de transferir
grupos fosfato (fosforilar) a sus respectivos sustratos. Un ejemplo es la calcio-
calmodulina cinasa Il (CaMKIl); se ha reportado que su actividad se relaciona
con un aumento en la fosforilacién de los receptores AMPA vy, por tanto, un
incremento en la eficiencia sinaptica (Kennedy y Marder 1992; Malenka et al.,
1989). Estudios muestran que la calmodulina causa la activacion de la
adenilato ciclasa, la cual produce monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) a
partir de trifosfato de adenosina (ATP) (Kennedy y Marder 1992). La produccién
de AMPc puede ser modulada mediante la activacion de neurotransmisores
como la dopamina (Milner et al. 1998). Durante la LTP, el AMPc producido
activa a la proteina cinasa A (PKA). Al activarse la PKA, tiene lugar la
disociacion de sus subunidades catalitica y reguladora, permitiendo Ila
translocaciéon hacia el nucleo (Hagiwara et al.,1993). Una vez dentro del nucleo,
activa factores de transcripcion como CREB (elemento responsivo al AMP
ciclico) que participan en la modulacion de la transcripcidn de una variedad de
genes involucrados en la activacion y el mantenimiento de los cambios en la
eficiencia sinaptica (Wells y Fallon, 2000). Se ha demostrado que el
mantenimiento de la LTP durante periodos mayores a una hora es dependiente
de sintesis proteica. Si se bloquea tanto la transcripcion de ARN mensajero
(ARNm) como la traduccion de nuevas proteinas, la potenciacion inducida
decae después de una hora, sin embargo si el bloqueo se realiza una 0 mas
horas después de la induccion de potenciacion, ésta se mantiene normalmente,
lo cual nos da evidencia de la participacion de la sintesis proteica en la
permanencia de la LTP (Nguyen et al., 1994). Es pertinente mencionar que la
sintesis de proteinas no solo se lleva a cabo en los ribosomas que se
encuentran cerca del nucleo en el reticulo endoplasmico rugoso, sino que
ademas tiene lugar en las dendritas que cuentan con la maquinaria necesaria

para la traduccién de nuevas proteinas (Wells y Fallon, 2000; Sutton et al.,



2004). Estas nuevas proteinas mantienen en un nivel éptimo la maquinaria
necesaria para sostener los cambios en la eficiencia sinaptica, asi como
promueven cambios morfolégicos en las espinas dendriticas (Engert y
Bonhoeffer, 1999; Toni et al., 1999). Hasta ahora solo se han mencionado los
cambios relacionados con la parte postsinaptica de la LTP, pero es importante
tomar en cuenta que existe un componente presinaptico que actua en la
potenciacion a largo plazo. Estos cambios involucran aumento en la
probabilidad de liberacién del neurotransmisor e incremento en el reciclaje del
mismo. Asimismo, estos mecanismos son atribuidos por un lado a mensajeros
retrogrados (que van de la post a la pre-sinapsis) como el 6xido nitrico y a la
activacion de receptores de tirosina cinasa, los cuales son activados por medio

de las neurotrofinas (Bekkers y Stevens, 1990; Stanton et al., 2005).
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Figura 3. Mecanismos moleculares de la potenciacion a largo plazo. En este esquema se muestran las
principales vias de sefializacion que estan involucradas con la LTP. (Modificado de Milner et al., 1998).
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de alta frecuencia tengan una duracién desde horas hasta meses (Abraham vy
Williams, 2003) y, actualmente, se considera que los mecanismos que rigen a
la potenciacion a largo plazo, operan tanto para las diferentes zonas del
hipocampo como para otras areas del sistema nervioso central, como por

ejemplo, la neocorteza.

2.1.4. Potenciacion alargo plazo en la neocorteza

La LTP, como hemos visto, fue inicialmente descrita en el hipocampo.
En la region del sistema nervioso central conocida como neocorteza, los
trabajos encaminados al estudio de la LTP han enfrentado una complejidad
mayor, esto ha originado que en una cantidad significativa de estudios se
apliquen protocolos para la induccion de la LTP en la neocorteza muy
diferentes a los utilizados en el hipocampo. Por ejemplo, en el caso de la
corteza visual de gato parece existir una relacion muy estrecha entre la edad y
la capacidad de inducir LTP (Bear y Kirkwood, 1993; Kirkwood et al. 1995).
También es necesario ampliar los rangos de frecuencia y el numero de
estimulaciones tetanicas. Entre las areas neocorticales que se ha reportado
presentan el fendmeno de potenciacién a largo plazo se encuentran la corteza
primaria visual del gato (Komatsu et al., 1988) y rata (Artola y Singer, 1990), la
corteza somatosensorial en gato (Lee et al., 1991), la corteza prefrontal en rata
(Hirsch y Krepel, 1990), la corteza somatosensorial y motora en rata (Rioult-
Pedotti et al., 2000), la corteza entorrinal en ratas (Quinlan et al. 2004) y en la
corteza insular, especificamente en la via que va del nucleo basolateral de la
amigdala a la zona agranular de la corteza insular en la neocorteza, via
involucrada con la tarea conductual del condicionamiento aversivo a los
sabores (CAS) (Escobar et al., 1998a; Jones et al., 1999).

2.2. El Condicionamiento Aversivo alos Sabores.

La supervivencia de un organismo esta basada entre otras cosas en la
capacidad de aprender y recordar que un alimento ingerido fue seguido de
malestar, anticipando de esta forma el potencial dafnino de cualquier alimento

que tenga atributos similares y evitando su consumo. John Garcia describid por



primera vez que las ratas desarrollan aversion a soluciones con sabor dulce
cuando estas son seguidas por la aplicacion de rayos gamma (Garcia et al.,
1955). Mas tarde, el estimulo aversivo utilizado fue el cloruro de litio (LiCl). En
este sentido, Garcia y Koellin en 1966 demostraron que una solucién con sabor
se asocia mas facilmente a la induccién 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 Koellin, 1966). A esta
conducta de rechazo basada en el aprendizaje se le llamd condicionamiento
aversivo a los sabores o CAS (figura 4). EI CAS es un tipo de
condicionamiento, donde el sabor sirve como estimulo condicionado y el
malestar gastrico como estimulo incondicionado, de modo que un estimulo
gustativo adquiere la capacidad de inducir una respuesta condicionada. Los
animales pueden aprender el CAS si la solucion con sabor es ingerida
espontaneamente, pero también presentan el aprendizaje de la tarea cuando el
estimulo aversivo es inyectado via intraperitoneal o intravenosa (Bures y
Buresova, 1989; Bradley y Mistretta, 1971). A continuacién se presentaran los
principios generales del CAS.

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

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

3. Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos

gastricos. (Garcia y Koellin, 1966).



Figura 4. Condicionamiento aversivo a los sabores. Cuando un sabor novedoso es asociado con un malestar géastrico
(inyeccion de LiCl) da como resultado que en las siguientes presentaciones del sabor, éste evoque un malestar gastrico.
Esto causa que el animal muestre aversion a dicho sabor, evitando su consumo.

Numerosos experimentos han demostrado que lesiones bilaterales de la
corteza insular antes o después de la adquisicion del CAS deterioran el
aprendizaje o la evocacion (McGowan et al.,, 1972; Bermudez-Rattoni vy
Yamamoto, 1998), sin embargo no parece afectar la percepcion del sabor, ya
que los animales con lesién en la corteza insular pueden discriminar entre
diferentes concentraciones de sacarosa y NaCl (Lasiter et al., 1985). Estudios
electrofisiolégicos mediante estimulacion gustativa y evocaciéon de senales de
la lengua a la corteza gustativa sugieren que los estimulos gustativos estan
confinados al area agranular de la corteza insular (Travens, 1993). Esta zona
se ha visto involucrada también con otras tareas de aprendizaje de tipo
aversivo (Dunn y Everitt, 1988; Escobar et al., 1989; Bermudez-Rattoni y

McGaugh, 1991) como la prevencién pasiva o el laberinto de agua de Morris.



2.3. La corteza insular y la via gustativa.

La corteza insular agranular es el relevo final de la via gustativa. Los
vertebrados detectamos los sabores por medio de la activacion de células
receptoras al gusto las cuales responden a moléculas o iones que estan
disueltos en la saliva, es decir, son quimiorreceptores. Estas células se
encuentran agrupadas junto con células basales y de soporte formando las
yemas gustativas (figura 5). Las yemas gustativas 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
pequefas protuberancias del epitelio de la lengua denominadas papilas. Por su
forma se pueden distinguir tres tipos de papilas gustativas: circunvaladas,
foliadas y fungiformes, las cuales estan distribuidas en la lengua. Es relevante
mencionar que tanto el paladar como la faringe, epiglotis y parte superior del
eso6fago presentan yemas gustativas pero solo las yemas que se encuentran en

la lengua estan agrupadas en papilas (Bear et al 2001).
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Figura 5. La lengua, las papilas y las yemas gustativas. Imagen que muestra la ubicacion de las papilas
gustativas en la lengua, las yemas gustativas dentro de las papilas y las células que forman las yemas gustativas
(modificado de Bear et al., 2001).




Los pares craneales VII (facial), IX (glosofaringeo), y X (vago) llevan
informacion de las yemas gustativas (figura 6). El nervio facial lleva informacién
de las papilas fungiformes en la parte posterior de la lengua y de las yemas
gustativas localizadas en el paladar y en el conducto nasoincisor. El nervio
glosofaringeo lleva informacion de las papilas foliadas y circunvaladas en la
parte posterior de la lengua, mientras que el nervio vago lleva informacion de
las yemas gustativas de la epiglotis laringe y esoéfago. Por otra parte, el nervio
del trigémino inerva la periferia de las yemas gustativas y transmite informacién
somatosensorial, textura y temperatura de los alimentos (Reutter y Witt, 1993).
Los tres nervios, facial, glosofaringeo y vago, hacen sinapsis en el nucleo del
haz solitario. De aqui en adelante las diferencias entre el sistema gustativo de
los humanos y las ratas se hacen evidentes. En la rata, el segundo relevo de la
via gustativa se encuentra en el nucleo parabraqueal del puente, en lo que se
ha denominado como area gustativa del puente (Norgren y Leonard, 1971).
Una vez ahi se reconocen dos rutas: unas aferencias se dirigen a estructuras
ventrales del cerebro basal como la amigdala, la zona ventral del hipocampo, y
la sustancia innominada mientras que una segunda ruta se dirige hacia el
complejo ventrobasal del talamo, el cual se comunica con la corteza insular
agranular (Travers, 1993). En el humano las fibras eferentes provenientes del
nucleo del tracto solitario se proyectan rostralmente hacia el nucleo
parabraqueal del puente, pero no hacen sinapsis hasta el nucleo
ventroposteromedial en su division parvocelular (Norgren y Leonard, 1973), que
a su vez manda sus eferencias a la insula anterior y al operculum frontal, por lo
cual estas dos zonas son consideradas como la corteza gustativa primaria en

los humanos (Pritchard et al., 1986; Kinomura et al., 1994).

Es importante sefalar que el nucleo del tracto solitario recibe aferencias
que son originarias del area hepatica del vago asi como sefales del area
postrema a través del torrente sanguineo, estas vias son importantes ya que
transmiten informacion relacionada con irritacion por intoxicacion gastrica
(Lasiter et al.,, 1982; Yamamoto et al., 1992), por ejemplo, un estudio
electrofisiolégico demostrd la activacion de la corteza insular cinco minutos
después de la inyeccion de LiCl (Weiner et al., 1994). También es importante

considerar las conexiones reciprocas entre la corteza insular y la amigdala,



esta ultima relacionada con tareas aversivas como el condicionamiento al
miedo y la prevencion pasiva, asi como con respuestas emocionales como el
miedo y la agresion (McGaugh et al., 1990; Le Doux, 1993).
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Figura 6. Via gustativa en rata y humano. Esquemas donde se muestran las diferencias entre via gustativa de los humanos y las
ratas.(Abreviaturas: VII, nervio facial; IX, nervio glosofaringeo; X, nervio vago; NHS, ntcleo del haz solitario; NPB, ntcleo
parabranquial del puente; NVPM, nucleo ventroposteromedial del talamo; CI, corteza insular; SI, sustancia innominada; HL,
hipotalamo lateral; Am amigdala.) (Modificado de Bear et al., 2001).

La amigdala en las ratas puede dividirse en cuatro grupos: (1) nucleo
central; (2) nucleo medial; (3) nucleos basomedial y cortical; (4) nucleos lateral
y basolateral. Se ha comprobado que la participacién de la amigdala es
indispensable en el CAS (Lamprencht et al.,, 1997; Yasoshima y Yamamoto,
1997) y que los rNMDA y AMPA en esta estructura son indispensables para la
adquisicion del CAS (Yasoshima et al., 2000).




2.4. Potenciacion a largo plazo y conducta.

La LTP es un fenbmeno muy util para estudiar los mecanismos moleculares de
la plasticidad sinaptica. Existen evidencias sélidas a favor de una relacion entre
el aprendizaje y la LTP, por ejemplo, los resultados de Rogan et al. en 1997 y
de McKernan et al. en el mismo afio sugiere 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. En
sus experimentos, los dos grupos de investigacion entrenaron a un grupo de
ratas en el condicionamiento al miedo. Esta tarea de aprendizaje consiste en
asociar un estimulo neutro, por ejemplo un tono, con un estimulo aversivo que
en este caso fueron choques eléctricos en las patas de los animales
entrenados. El grupo de Rogan et al. midié los potenciales de campo en la
amigdala lateral en las ratas in vivo antes y después del condicionamiento.
Observaron un incremento en la eficiencia sinaptica (cambio en el porcentaje
de la linea base, tanto en la pendiente como en la amplitud de los PPSEs)
después del entrenamiento en el condicionamiento al miedo, contrario a lo que
sucede en la condicién control, donde no se parearon los dos estimulos (figura
7). Por su parte, el grupo de McKernan et al., 24 horas después de terminado el
entrenamiento en dicha tarea, realizé cortes coronales del cerebro de las ratas
con el fin de analizar las propiedades electrofisiologicas de la amigdala lateral
después del condicionamiento (figura 8). Ellos estimularon las fibras eferentes
del nucleo geniculado medial y registraron en la amigdala lateral.
Posteriormente hicieron una comparacion entre su grupo experimental y sus
grupos controles, encontrando que debido al entrenamiento previo en el
condicionamiento al miedo se presenta un incremento en las corrientes

evocadas asi como en las propiedades biofisicas de dicha conexién sinaptica.
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Figura 7. El condicionamiento al miedo
incrementa la eficiencia sinaptica del
ndcleo lateral amigdalino in vivo. En la
grafica se muestra un incremento en el
porcentaje del cambio con respecto a la linea
base, tanto en la amplitud como en la
pendiente de los PPSEs, después del
condicionamiento al miedo (circulos negros)
en comparacion al grupo control (cuadros
blancos), el cual no fue entrenado en dicho
condicionamiento. (Rogan et al., 1997).

Figura 8. El condicionamiento al miedo incrementa la eficiencia sinaptica
del nucleo lateral amigdalino in vitro. La figura muestra (arriba) la corriente
postsinaptica excitatoria de la amigdala lateral evocada con un estimulo de 9
voltios, comparando sus tres grupos: con condicionamiento al miedo, sin el
pareamiento de los estimulos y un control intacto. Las graficas de abajo
muestran las curvas de entrada y salida (input-output), donde se mide la
cantidad de corriente (eje de las y, en picoamperes, output) que producen
diferentes intensidades de voltaje (eje de las X, en voltios, input). Los cuadros
negros representan los controles intactos, los cuadros blancos representan los
controles no pareados mientras que los circulos negros representan el grupo con
condicionamiento al miedo. (Mckerman y Shinnik-Gallager, 1997).

Estos trabajos muestran como una tarea conductual afecta la eficiencia
sinaptica de una via especifica de la misma forma en la que lo hace la LTP
(Rogan et al., 1997; McKerman y Shinnik-Gallagher, 1997). De manera muy
similar, en 1998 Rioult-Pedotti et al. demostraron que la corteza motora
primaria de ratas adultas presentaba un cambio en la eficiencia sinaptica
debido a una tarea de aprendizaje de una habilidad motora (motor skill
learning). Esta tarea consiste en colocar a una rata en una caja, dentro de ésta
se coloca una caja mas pequefia con comida, que a su vez presenta un orificio
de 1.3 centimetros por el cual se puede tomar el alimento. Las ratas son
entrenadas a tomar la comida con una sola pata ya que es imposible hacerlo
con las dos patas al mismo tiempo. Todas las ratas de la muestra prefirieron la
pata derecha para realizar la tarea. La amplitud de los PPSEs en la corteza
motora primaria del hemisferio entrenado aumentd significativamente con
respecto a la corteza motora primaria del hemisferio contralateral, el cual sirvid
como control (Rioult—Pedotti et al., 1998).



Este mismo grupo de investigacion indujo 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, circulos negros), comparado con el hemisferio
contralateral, utilizado como control (figura 9, circulos blancos) (Rioult—Pedotti
et al., 2000). Las investigaciones mencionadas presentan evidencias a favor de
la hipdtesis de que durante el aprendizaje existen incrementos en la eficiencia
sinaptica de manera similar a la LTP. Asimismo, el efecto producido por la
conducta sobre la posibilidad de inducir subsecuente plasticidad sinaptica
guarda una estrecha relacién con un fendmeno descrito por Abraham y Bear en
1996, quienes introdujeron al lenguaje de la neurociencia el término

“metaplasticidad”.
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Figura 9. El entrenamiento en habilidades motoras modifica la subsecuente
induccion de plasticidad en la corteza motora. A. El entrenamiento en tareas
motoras decrementa la LTP. B. El entrenamiento en tareas motoras incrementa la
LTD. El eje de las ordenadas representa el porcentaje con respecto de la linea base
tomada antes de la induccion de los trenes. Circulos negros: hemisferio entrenado.
Circulos blancos: hemisferio no entrenado (Rioult—Pedotti et al., 2000).




2.5. Metaplasticidad.

Bliss y Lemo en 1973 reportaron entre sus descubrimientos que una via
a la cual se la ha inducido LTP puede ser potenciada en repetidas ocasiones,
posteriores a la primera induccidn, sin embargo, el incremento sera
porcentualmente menor que la vez anterior, hasta que se llegue a un nivel de
saturacion donde, a pesar de seguir siendo inducidos los trenes de alta
frecuencia, el sistema no responde con un incremento de la eficiencia sinaptica.
Esto nos muestra que es posible inducir modificaciones en la eficiencia
sinaptica en una via a la que previamente se le han inducido cambios plasticos
(Bliss y Lemo, 1973; Rioult—Pedotti et al., 2000).

Ademas, se ha encontrado que existe una relacion entre la frecuencia de
estimulacién y la magnitud de la LTP. En las colaterales de Shaffer, por
ejemplo, se ha reportado que se puede inducir LTP con tres trenes de 1
segundo de duracion y 50Hz de frecuencia, con diez trenes de 200
milisegundos de duracién y 200Hz y con estimulacion theta (TBS). Para cada
protocolo de estimulacion se presenta un cambio en la eficiencia sinaptica de
diferente magnitud (Zakharenko et al., 2003). Asimismo, existen frecuencias de
estimulacién con las cuales no se presenta el fendmeno de la LTP, por ejemplo
en el area CA1 del hipocampo se ha observado que estimulacién sinaptica de
baja frecuencia (30 Hz) produce una potenciacién a corto plazo, es decir, que el
aumento en la eficiencia sinaptica tiene una duracién de mas de 30 minutos,
pero menos de una hora. Después de éste tiempo la eficiencia sinaptica vuelve
a la linea basal y aparentemente no se produce ningun cambio al interior de la
sinapsis. Sin embargo el cambio se observa cuando se induce LTP en la
misma via donde se estimuld con baja frecuencia, estos cambios incluyen una
inhibicién de la LTP y una facilitacion de la LTD (figura 10) (Malenka, 1991;
Huang et al., 1992). A este fendmeno se le llama metaplasticidad. El término
metaplasticidad se puede definir como un cambio en la habilidad para inducir
subsecuente plasticidad sinaptica. Este cambio es mas evidente cuando no es
acompafado de modificaciones en la eficiencia sinaptica, pero se ha descrito
que la metaplasticidad y los cambios en la eficiencia sinaptica pueden ser

inducidos simultaneamente por la misma actividad sinaptica. Por ejemplo, se



ha reportado que tanto para la neocorteza como para el hipocampo, la
estimulaciéon TBS induce LTP. Después de inducida la LTP, estimulacién de
baja frecuencia (de 1 a 3 Hz) provoca un decremento en la eficiencia sinaptica
con respecto a la potenciacion provocada por los TBS, pero éste decremento
en la eficiencia sinaptica queda por encima de la linea basal (linea basal
tomada antes de la induccién de los trenes de estimulacion), siendo que al
aplicar la misma baja estimulacion a una via sin la previa induccion de LTP, se
observa que el decremento en la eficiencia sinaptica es significativamente
menor que la linea base (Abraham y Bear, 1996; Bear, 1996). Otro ejemplo lo
podemos observar en la investigacion de Bliss y Lamo de 1973 y de Rioult—
Pedotti et al. en el 2000, donde nos muestran una disminucion de la
potenciacion debida a la induccién previa de plasticidad sinaptica (Bliss y
Lemo, 1973; Rioult—Pedotti et al., 2000).
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Figura 10. Efectos de la estimulacion previa sobre la induccion de LTP en el area CAl
hipocampal. A, en una situacién experimental donde normalmente se puede inducir el fenémeno
de la LTP (arriba), la potenciacion se ve inhibida debido a la estimulacion previa de baja
frecuencia (abajo). B, noventa minutos después de la inhibicion, la LTP puede ser inducida de
manera normal. (Huang et al. 1992)




2.5.1. Modelo Bienenstock-Cooper-Munro (BCM).

En 1982, Bienestock, Cooper y Munro propusieron la existencia de un
umbral de activacion postsinaptica, es decir, que una via es potenciada cuando
la activacion postsinaptica excede un valor critico llamado umbral de
modificacion o 6m, mientras que una via es depotenciada cuando la activacion
postsinaptica es mayor que cero pero menor que el valor 6m. Dicha relacion
forma una curva que es conocida como modelo BCM (figura 11). Es importante
recalcar que dicho umbral no es fijo (Bienenstock et al., 1982; Cooper et al.,
1979). La frecuencia de estimulacién, es directamente proporcional a la
activacion de la post-sinapsis, esto es, que a frecuencias mas altas se da una
mayor activacién de la post-sinapsis mientras que a frecuencias mas bajas la
activacion es menor, por lo cual el nivel de potenciaciéon o depotenciacién

depende de la frecuencia de estimulacién (Bear, 1996).
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(es decir LTP) (tomado de Bear, 1996).

Figura 11. Modelo BCM. Funcién que explica la interaccion entre el nivel de potenciacion (@) y el nivel de
activacion postsinaptica (c). La grafica muestra como al ir aumentando, a partir de cero, el nivel de activacion de la
post-sinapsis o la frecuencia de estimulacion (eje de las abscisas ), se observa primero un decremento en el nivel de
potenciacion (es decir LTD) (eje de las ordenadas) y a medida que va incrementando el grado de activacion o
frecuencia nos encontramos con el umbral Om, tras cruzar este umbral se observa un incremento en la potenciacion

También se ha observado que la cantidad de calcio que entra a la célula
es dependiente de la frecuencia de estimulacion, es decir, con bajas
frecuencias de estimulacién se introduce una cierta cantidad de calcio (menos

de 0.4 pM) al interior de la célula la cual produce LTD, mientras que con una



alta frecuencia entra a la célula una cantidad mayor de calcio (mas de 0.4 uM)
que produce LTP (Jedlicka, 2001; Bear, 2003). La modificacién del umbral se
ve reflejada en un cambio en la frecuencia requerida para el ingreso de
determinadas cantidades de calcio al interior de la célula. Como ya se
menciono, éste umbral es modificable (figura 12) y esta caracteristica es
considerada como un mecanismo homeostatico que protege a las neuronas,
por ejemplo, de estimulos de muy alta intensidad o frecuencia que pudieran

provocar excitotoxicidad (Bear, 2003).
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Figura 12. Modificacion del umbral. Datos experimentales donde se muestra que el umbral Om es
modificado debido a la actividad previa. La grafica muestra el porcentaje de incremento o
decremento en la eficiencia sinaptica (eje de las abscisas) en respuesta a una serie de frecuencias de
estimulacion (eje de las ordenadas), aplicadas a ratas con privacion visual (circulos negros) y ratas
normales (circulos blancos) (tomado de Bear, 1996).

2.5.2. Plasticidad homeostatica.

Recientemente, los investigadores han distinguido dos tipos de
modificaciones plasticas relacionadas con la eficiencia sinaptica: una
plasticidad “hebbiana” y una plasticidad “homeostatica”. La plasticidad
hebbiana se refiere a un tipo de modificacién donde se tiende a desestabilizar
las propiedades de la red neuronal, provocando un cambio progresivo en las
funciones de la misma. Tal es el caso de la LTP, donde una alta estimulacion
desestabiliza las propiedades biofisicas de la membrana neuronal lo cual

provoca un cambio perdurable en la eficiencia sinaptica de dicha neurona. Es el



mismo caso para la LTD, solo que en este caso la desestabilizacién se traduce
en una disminucion de la eficiencia sinaptica. Mientras tanto, la llamada
plasticidad homeostatica se refiere a un tipo de modificacion donde la neurona
activa mecanismos que tienden a conservar la eficiencia sinaptica y resistirse a
algun cambio en la misma. Tal es el caso del escalamiento sinaptico, en el cual
la neurona presenta un mecanismo de adaptacidon donde disminuye la
eficiencia sinaptica en respuesta a un incremento progresivo de la actividad, o
bien un aumento en la eficiencia sinaptica como respuesta ante un decremento
progresivo de la actividad, manteniendo de este modo el equilibrio
homeostatico de las funciones eléctricas neuronales (Abbott y Nelson, 2000).
La metapasticidad es considerada como plasticidad homeostatica, ya que
tiende a mantener la eficiencia sinaptica de la via en cierto rango, alterando la
habilidad de producir subsecuente plasticidad sinaptica (Turrigiano y Nelson,
2000; Pérez-Otano y Ehlers, 2005). Es importante mencionar que existen
también cambios metaplasticos que en vez de inhibir, facilitan la induccion de la
LTP, esto es, la modificacién del umbral se da hacia el lado izquierdo (figura
12, circulos negros). Este efecto se ha inducido con deprivacién de la actividad
(Kirkwood et al., 1996), mediante la activacion de canales metabotrdpicos
glutamatérgicos (receptores mGlu) (Cohen y Abraham, 1996) y, en ciertas
condiciones experimentales, con un protocolo de estimulacién de 80 pulsos de
5 Hz en la via perforante (Christie et al., 1995).

Se han descrito dos posibles mecanismos mediante los cuales la
metaplasticidad modifica la posibilidad de inducir subsecuentes cambios
plasticos. En primer lugar, se habla de un mecanismo mediante el cual la
CaMKII modifica el umbral 8m. El incremento en las cantidades de calcio al
interior de la célula da como resultado la autofosforilacion de la CaMkll, la cual
limita la posibilidad de que la CaMkll interactué con otras enzimas relacionadas
con la induccion de la LTP. Esto reduce eventos moleculares como la
fosforilacién del rAMPA, disminuyendo de esa forma la conductancia de estos
canales y reduciendo su insercion en la membrana (Abraham y Tate, 1997;
Glazewski et al., 2001; Jedlicka, 2002). Un segundo mecanismo nos dice que el
cambio en el umbral 6m es dependiente de las subunidades del rNMDA. La

actividad sinaptica provoca un cambio en la distribucion de las subunidades del



rNMDA, aumentando la cantidad de la subunidad NR2a y disminuyendo la
cantidad de la subunidad NR2b. Se ha demostrado que la subunidad NR2a
tiene una cinética mas rapida, es decir, que el canal se abre y se cierra mas
rapidamente que con la subunidad NR2b. Este efecto produce que los rNMDA
que contengan subunidades NR2a, presenten una mayor resolucion (es decir,
responde mas efectivamente) ante los estimulos de alta frecuencia, como los
que inducen LTP, mientras que los que contengan la subunidad NR2b tendran
una mayor resolucién ante estimulos de baja frecuencia, como los que inducen
LTD. Entonces, cuando la actividad produce un aumento de la subunidad
NR2a, la relacion entre la modificacidon de la eficiencia sinaptica y la frecuencia
de estimulacion es alterada, ya que al existir una mayor cantidad de subunidad
NR2a conformando a los receptores NMDA en la membrana postsinaptica, ésta
tiende a responder de forma mas efectiva ante los estimulos de alta frecuencia,
provocando que se requiera de altas frecuencias para introducir calcio al
citoplasma de la neurona y, asimismo, modificando la relacién entre la
frecuencia de estimulacion y el cambio en la eficiencia sinaptica (figura 12,
circulos blancos). Este efecto dificulta en consecuencia, la induccién de LTP
(se requieren mas altas frecuencias para introducir la misma cantidad de calcio)
(Bear, 2003; Quinlan et al., 2004; Erreger et al., 2005; Perez-Otano y Ehlers,
2005). Es de esperarse que estos dos mecanismos no sean mutuamente
excluyentes, sino que actuen en conjuncién cuando se induce el cambio

metaplastico.

2.5.3. Metaplasticidad y conducta en la neocorteza.

Los cambios metaplasticos estan representados en diferentes areas del
sistema nervioso central como la neocorteza o el hipocampo (Bear, 1996) vy,
como se menciond anteriormente, la conducta modifica la subsecuente
posibilidad de inducir plasticidad sinaptica (Rioult—Pedotti et al., 2000). Por
ejemplo, Quinlan et al. utilizaron una tarea de discriminacién olfativa e indujeron
LTP. Se observd que la tarea mencionada anteriormente reduce la LTP
inducida por trenes de alta frecuencia de estimulacion en la corteza piriforme,
relevo final de la via olfativa (Quinlan et al., 2004). De manera similar, en 2004

Monfils y Teskey observaron que se presenta un incremento en la eficiencia



sinaptica en la corteza sensoriomotora debido al entrenamiento en habilidades
motoras y que este incremento modifica la posibilidad de inducir plasticidad
sinaptica subsecuente. Dicha investigacion se realizé con ratas adultas in vivo

en libre movimiento (Monfils y Teskey, 2004).

Se cree que el aprendizaje, ademas de inducir cambios en la eficiencia
sinaptica, también incrementa el umbral para futuros cambios en la eficiencia
sinaptica (6m), la investigacién de Quinlan et al. en 2004, la de Monfils y
Teskey en el mismo ano al igual que la realizada por Rioult—Pedotti et al. en

2000, constituyen evidencias que apoyan la hipétesis mencionada.

En seres humanos se han realizado investigaciones que relacionan al
aprendizaje con los cambios en la excitabilidad de las neuronas. Durante 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, similar a
lo encontrado por Rioult—Pedotti et al. en 1998 (Muellbacher et al., 2001). La
plasticidad en el area motora primaria de humanos es inducida mediante el
procedimiento de estimulacion asociativa pareada (PAS), que consiste en la
aplicacion de 200 pulsos de estimulacion eléctrica al nervio medial de la mano
derecha seguido de estimulacion magnética transcraneal al area
correspondiente a la mano en la corteza motora primaria, lo cual provoca un
incremento similar a la LTP o un decremento similar a la LTD en los potenciales
motores evocados, de forma analoga a lo que sucede con los EPSPs en la
LTP y la LTD (Stefan et al., 2000; Wolters et al., 2003). Ziemann et al.
entrenaron a un grupo de sujetos en la tarea de aprendizaje antes mencionada
y posteriormente indujeron el protocolo del PAS. Observaron que, de forma
analoga a la LTP y la LTD en el area motora primaria de las ratas adultas, la
tarea de aprendizaje produce un decremento en la potenciacion de la eficiencia
sinaptica y un incremento en la depresién de la eficiencia sinaptica, lo cual
puede explicarse sugiriendo que se produjo una modificaciéon del umbral 6m
(Ziemann et al., 2004).



Anteriormente se menciond que el efecto metaplastico es temporal. Por
ejemplo, en la preparacién in vitro de Huang et al. en 1992, se estimularon las
fibras colaterales de Shaffé y se produjo una modificacidén en la habilidad para
inducir cambios plasticos subsecuentes en el area CA1 hipocampal (Figura 10).
90 minutos después de probado el efecto metaplastico, el fenédmeno de la LTP
puede ser inducido de manera normal (Huang et al., 1992), esto nos habla de
la reversibilidad y dependencia del tiempo que tiene el fenomeno metaplastico.
Sin embargo, cuando se induce el fendmeno in vivo y dependiente de la
conducta, las ventanas de tiempo que se presentan no son similares. En 2005,
Schroeder y Shinnick-Gallagher reportaron que la LTP en la amigdala lateral
producida con estimulacion de alta frecuencia se vio bloqueada debido al
entrenamiento previo en una tarea de condicionamiento al miedo y que este
efecto es igualmente observado si la LTP es inducida uno o diez dias después
del entrenamiento en la tarea conductual (Schroeder y Shinnick-Gallagher,
2005). Este estudio muestra que el fendmeno metaplastico in vivo difiere de lo
observado en las preparaciones in vitro. La permanencia de este fenbmeno nos

hace pensar en la relevancia de éste para los organismos vivos.

Ya vimos que la conducta previa a la induccion de LTP produce un
efecto metaplastico, pero ¢la induccion previa de la LTP modifica la conducta?
En 1998 Moser et al. observaron que debido a la saturacion de LTP en la via
perforante, las ratas presentaban una disminucion en la memoria espacial,
especificamente, tardaron alrededor de 10 por ciento mas tiempo en encontrar
la plataforma en el laberinto de agua de Morris (watermaze) (Moser et al.
1998). Esta relacion entre la LTP y el aprendizaje de tareas no es exclusiva del
hipocampo. Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que Ia
induccion de LTP en la corteza insular antes del CAS, provoca una disminucién
en el consumo de sacarina durante las pruebas de extincion comparados con
los grupos controles que no se les indujo LTP previa al entrenamiento en dicha
tares, es decir, aumenta la retencion del condicionamiento aversivo a los
sabores (Escobar et al.,, 2000). Esto nos muestra que los mecanismos
mediante los cuales actua la LTP tienen coincidencias con los mecanismos de

los cuales dependen dichas tareas conductuales.



El efecto metaplastico que produce la conducta sobre la LTP y la LTD ha
llevado a la comunidad neurocientifica a considerar a los fendmenos de
plasticidad homeostatica como mecanismos reguladores de las funciones

celulares de las neuronas, que subyacen al almacenamiento de la informacion.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

La investigacion de los procesos mnémicos a partir del estudio de las
modificaciones en la eficiencia sinaptica nos acerca a entender los mecanismos
de comunicacion celular que subyacen a estos procesos y nos brinda una
vision dinamica de la interaccion entre las moléculas, la actividad eléctrica y las

redes neuronales gue intervienen en el almacenamiento de informacion.

Existen evidencias que sugieren que la tarea del CAS puede tener
influencia sobre la LTP inducida en la corteza insular. Estudios previos de
nuestro grupo demuestran que la estimulacién tetanica de la amigdala
basolateral induce LTP en la corteza insular agranular de ratas adultas
(Escobar et al., 1998a), y que éste fendbmeno es dependiente de los rNMDA
(Escobar et al.,, 1998a; 1998b; 2002). De manera analoga encontramos que
inhibidores del rNMDA deterioran la adquisicién del CAS (Escobar et al. 1998b;
2002). Cabe mencionar que ni el CAS ni la LTP en la corteza insular se vieron
alterados cuando se infundieron inhibidores de receptores glutamatérgicos
metobotropicos en la corteza insular agranular (Escobar et al. 2002). Asimismo,
se ha reportado que ciertas tareas conductuales modifican la eficiencia
sinptica de manera similar a la LTP (Rogan et al., 1997; McKerman y Shinnik-
Gallagher, 1997; Rioulti-Pedotti et al., 1998), y que el entrenamiento en ciertas
tareas de aprendizaje modifica la subsecuente induccion de la LTP (Monfils y
Teskey, 2004; Rioulti-Pedotti et al., 2000; Quinlan et al., 2004; Ziemann et al.,
2004). Finalmente, en un estudio reciente de nuestro grupo de investigacion,
observamos que la induccion de LTP previa al CAS aumenta la retencion de

éste condicionamiento (Escobar y Bermudez-Rattoni., 2000).



4. OBJETIVOS.

Tomando en cuenta lo planteado en los antecedentes, la presente

investigacion pretende:

Analizar la influencia del entrenamiento del condicionamiento
aversivo a los sabores sobre la subsecuente induccion de la
potenciacion a largo plazo en la via de comunicacién que va del
nacleo basolateral amigdalino a la corteza insular agranular de ratas

adultas in vivo.

Caracterizar el curso temporal de la modificaciébn producida por el
condicionamiento aversivo a los sabores sobre la subsecuente

induccion de la potenciacion a largo plazo en la corteza insular.



5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

5.1. Sujetos.

Para la presente investigacidon se prepararon 42 ratas macho de la cepa Wistar
con pesos de 350-380g, que se mantuvieron en cajas individuales de acrilico, y
estuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad 12h/12h a una temperatura promedio de
22°C; con comida y agua ad libitum (excepto en las fases experimentales que

especifiquen lo contrario).

5.2. Grupos experimentales
Las ratas que fueron utilizadas para nuestra investigacioén fueron divididas de la

siguiente forma (tabla 1):

Grupos CAS+LTP, los cuales fueron entrenadas en el CAS normalmente
48, 72, 96 y 120 horas previas a la induccion de la LTP en la corteza insular: grupo
CAS+LTP48 (n=4), grupo CAS+LTP72 (n=4), grupo CAS+LTP96 (n=4) y grupo
CAS+LTP120 (n=5).

Grupos pseudoCAS+LTP, a los cuales se entrend en el CAS 48, 72, 96 y
120 horas previas a la induccidén de la LTP, en ausencia del estimulo aversivo; en
substitucion del cloruro de litio se les administro una inyeccion de PBS (vehiculo), el
cual no causa la asociacion sabor-malestar gastrico: grupo pseudo-CAS+LTP48 (n=4),
grupo pseudo-CAS+LTP72 (n=6), grupo pseudo-CAS+LTP96 (n=5) y grupo pseudo-
CAS+LTP120 (n=5),.

Grupo LTP (n=5), que fue introducido directamente a la fase

electrofisioldgica (figura 13).

Grupos CAS+LTP pseudoCAS+LTP LTP (n=5
/ horas (n=17) (n=20)

48 CAS+LTP48 (n=4) pseudoCAS+LTP48(n=4)

72 CAS+LTP72 (n=4) pseudoCAS+LTP72(n=6)

96 CAS+LTP96 (n=4) pseudoCAS+LTP96(n=>5)

120 CAS+LTP120 (n=5) pseudoCAS+LTP120(n=5)

Tabla 1. Grupos de ratas utilizados para nuestros experimentos.




5.3. 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 establecio la linea base de consumo. Los bebederos
fueron construidos con probetas graduadas cubiertas con tapones de caucho
horadados con boquillas de metal. El dia de la adquisicién los animales fueron privados
de alimento y se sustituyo el agua por un sabor novedoso, solucién de sacarina al 0.1%
(Sigma, WI). Después de 10 minutos de la presentacion del estimulo novedoso, se
administré una dosis intraperitoneal de cloruro de litio (0.2 M; 9.37 ml/Kg) para inducir
el malestar digestivo. Después de la sesion de adquisicion, a las ratas se les
proporcion6 de nueva cuenta agua dos veces al dia durante un periodo de 2 dias. con
el fin de restablecer la linea base de consumo de agua. Una vez restablecida la linea
base (dos dias después del inicio del restablecimiento), el agua fue sustituida
nuevamente por la solucion de sacarina 0.1% durante la prueba de aversion. La
disminucién del 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. Para este trabajo se programaron las sesiones de adquisicion del estimulo
aversivo de cada rata con 24 horas de diferencia entre ellas, con el fin de realizar un
experimento electrofisioldgico al dia, exactamente 48, 72, 96 y 120 horas después de la

prueba de aversidon dependiendo del grupo.



Grupos Linea base|(agua dos veces al dia durante 10 min.)
CAS+LTP . .
— <CAS (sacarina 1%+LiCl)
@ Adquisicion Pseudo CAS (sacarina 1%+PBS)
Grupos |Restab|ecimiento de la linea base
Pseudo- Prueba d : .
CAS+LTP ruepa ae aversion

48h|| 72h|| 96h|{120h

Linea base| (estimulacién a 0.05 Hz)
Grupo ; > ,
LTP |— @ »Estimulacion de alta frecuencia |(10 trenes, 100 Hz/1s, 20s Intertren)

\JRegistro postestimulacion | (estimulacion a 0.05 Hz)

Histologia

Figura 13. Diagrama de flujo del procedimiento experimental empleado durante nuestro trabajo de investigacion.

5.4. Electrofisiologia.

Tras 48, 72, 96 y 120 horas de concluida la fase conductual los cuatro grupos
CAS+LTP vy los cuatro grupos pseudoCAS+LTP fueron sometidos a cirugia. EIl grupo
LTP fue introducido a la fase electrofisiologica sin previo entrenamiento en el CAS. 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 quirdrgicos de anestesia. La temperatura del cuerpo fue
mantenida a 35°C con un cojin homeotérmico. Las respuestas en la corteza insular
fueron registradas unilateralmente con un electrodo monopolar de acero de 127
micrometros de diametro, colocado en las coordenadas de la corteza insular: AP
+1.2mm, ML 5.5 mm, DV -5.5mm (Paxinos y Watson, 1995). Las respuestas fueron
evocadas unilateralmente a través de estimulacion directa en el nucleo basolateral
amigdalino, en las coordenadas: AP —2.8mm, ML -5.0mm, -8.5mm + 6 — 0.2 (figura 14)
(Paxinos y Watson, 1995), con un electrodo bipolar trenzado de acero de 127
micrometros. La estimulacién (pulsos monofasicos de 20-40 pyA y 0.1-0.25 mseg de
duracion) fue suministrada por un estimulador Grass S48. Las respuestas evocadas
fueron registradas con una unidadde aislamiento (PSIU6), la cual envia la sefal a un
amplificador Grass P5. Posteriormente la sefial fue digitalizada para su

almacenamiento y analisis en una computadora provista del software “Data Wave”.



Estimulos de baja frecuencia fueron evocados (cada 20 segundos, 0.05 Hz) durante los
20 minutos que constituyen la linea base. Las sefales electroencefalograficas fueron
monitoreadas en todo momento del registro. Posterior a la linea base, se aplicaron 10
trenes de estimulacion 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

una hora mas, con el fin de observar los cambios en la pendiente de los PPSEs.

Figura 14. Ubicacion de los electrodos. En este esquema se muestran los sitios de colocacion de los
electrodos de reaistro (r) v estimulacion (e). Abreviaciones: Bla. basolateral amiadalino: CI. corteza insular.

5.5. Histoquimica de Nissl.

Tras los experimentos electrofisioldgicos, los cerebros de los animales fueron
analizados histoquimicamente con el fin de observar la ubicacion exacta de los
electrodos. Los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis del anestésico
pentobarbital. Posteriormente se efectué una perfusion, donde se hizo circular
sustancias a través del aparato circulatorio de los animales con el fin de limpiar vy fijar
los cerebros antes de la tincidon. La perfusion se efectud transcardialmente con 400 ml
de PBS 0.1M (pH 7.4), seguido por 400 ml de paraformaldehido (4%), glutaraldhéido

(0.2)% y amortiguador de fosfatos al 0.1M con pH 7.4. El periodo de exposicién a los



fijadores fue de 30 minutos. Los cerebros fueron entonces transferidos a una solucion
de sucrosa al 30% en PBS 0.1M (pH 7.4) en la cual se mantiene a 4°C durante 48
horas. Secciones coronales de 40 ym fueron colectadas en amortiguador de fosfatos
tras su obtencion por microtomo de congelacion (LEICA RM 2000R). Las muestras
fueron tefidas con violeta de cresilo y examinadas en un microscopio de luz, con el fin

de verificar la posicion exacta de los electrodos en el cerebro de la rata.

5.6. Analisis de Datos.

El analisis de los datos generados durante los experimentos conductuales se
efectud a través del ANOVA factorial, en tanto el correspondiente a los experimentos
electrofisiologicos emple6 el ANOVA de medidas repetidas. En ambos casos se empled

la prueba post-hoc de Fisher.



6. RESULTADOS.

6.1. Conductuales

Linea base y adquisicion.

No existieron diferencias significativas entre ninguno de los grupos
durante el consumo basal de agua (linea base), ni durante el consumo de la
solucidon de sacarina durante la sesion de adquisicion del CAS. El promedio de
consumo de agua de la linea base fue de 17.1x 0.9 ml para los grupos
CAS+LTP y de 17.6+ 0.8 ml para los grupos pseudoCAS+LTP. En la sesion de
adquisiciéon del CAS, el promedio de consumo de sacarina fue de 17.9+ 0.9 ml
para los grupos CAS+LTP y de 18.4+ 0.6 ml para los grupos pseudoCAS+LTP
(figura 15).

Prueba de aversion.

Por el contrario, se observaron diferencias significativas entre los grupos

CAS+LTP y pseudoCAS+LTP en la prueba de aversion al sabor (figura 15).

El ANOVA factorial reveld diferencias altamente significativas entre los
grupos (F=229.60, P<0.0001). Asimismo, el analisis post hoc empleando la
prueba de Fisher mostré que el consumo de sacarina en la prueba de aversion
de los grupos CAS+LTP presento diferencias significativas (p<.0001) con
respecto al consumo de sacarina en la sesion de adquisicion del mismo grupo
asi como con respecto a las sesiones de adquisicién y prueba de aversion del
grupo pseudoCAS+LTP.



*%* **

Consumo de sacarina en ml.

CAS+LTP Pseudo-CAS+LTP CAS+LTP Pseudo-CAS+LTP
Adquisicion Prueba

Figura 15. Consumo de sacarina durante el CAS. Consumo de sacarina en mililitros (media + desviacién estandar)
durante la sesion de adquisicion (Adquisicion) y la prueba de aversion (prueba). ** =P<0.01.

6.2. Electrofisioldgicos.

En este estudio, como anteriormente se ha reportado (Escobar et al,
1998a), se muestra que diez trenes de estimulacion con duracion de un
segundo cada uno a una frecuencia de 100 Hz, induce LTP en la via de
comunicacion que va del nucleo basolateral amigdalino hacia la corteza insular

de ratas in vivo.

La respuesta caracteristica de esta sefal, la cual fue inducida por pulsos
monofasicos de 20-40 pA y 0.1-0.25 ms de duracién, inici6 de 2 a 3 ms y
presentd su valle de los 7 a 9 ms aproximadamente. La amplitud promedio de
estos potenciales de campo fue de 0.32 £ 0.01 mV, con una pendiente de
0.075 = 0.002. La LTP present6 un incremento post tetanico, caracteristico de
la LTP dependiente del rNMDA, tanto en la amplitud como en la pendiente de
los PPSEs.



En los grupos pseudoCAS+LTP y LTP se observd un incremento
significativo en los PPSEs con respecto de la linea base, tomada 20 minutos
antes de la induccion de los trenes (figura 16). Este incremento fue de 35.24 +
2.69 % para el grupo pseudoCAS+LTP48, de 35.35 + 10.74 % para el grupo
pseudoCAS+LTP72, de 27.77 + 6.38 % para el grupo pseudoCAS+LTP96 y de
39.20 £ 5.96 % para el grupo pseudoCAS+LTP120 mientras que para el grupo
LTP, el incremento fue de 38.10 + 7.81 %, es decir que hubo presencia de
potenciacion a largo plazo en respuesta a la estimulacion de alta frecuencia en
todos los grupos mencionados. Mientras tanto, en los grupos CAS+LTP el
cambio de los PPSEs con respecto de la linea base fue de: 4.68 £ 2.24 % para
el grupo CAS+LTP48, 3.69 + 2.54 % para el grupo CAS+LTP72, 2.98 £ 3.32 %
para el grupo CAS+LTP96 y 1.66 + 2.83 % para el grupo CAS+LTP120, lo cual
indica que no se presento la potenciacién a largo plazo en dichos grupos

después de la induccion de los trenes de alta frecuencia.

a b

Figura 16. PPSEs en la CI. Los trazos muestran ejemplos de los PPSEs tomados antes (a) y 60 minutos
después (b) de la induccion de los trenes de alta frecuencia en la via Bla-Cl (escala: 9 ms, 0.4 mV).

En el anadlisis estadistico, se compard la pendiente de los PPSEs
medidos después de la induccién de los trenes de alta frecuencia de todos los
grupos. Estos grupos mostraron diferencias significativas cuando se utilizo el
ANOVA de medidas repetidas (F= 27.067 33 p<0.0001). El analisis post hoc
empleando la prueba de Fisher mostré que los grupos pseudo-CAS+LTP48
(n=4), pseudo-CAS+LTP72 (n=6), pseudo-CAS+LTP96 (n=5), grupo pseudo-
CAS+LTP120 (n=5) y LTP (n=5), los cuales presentaron potenciacion a largo



plazo, no mostraron diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, todos y
cada uno de los grupos mencionados anteriormente presenté diferencias
significativas (p<.0001) con respecto a los grupos CAS+LTP48 (n=4),
CAS+LTP72 (n=4), CAS+LTP96 (n=4) y CAS+LTP120 (n=5). Asimismo, los
grupos CAS+LTP48 (n=4), CAS+LTP72 (n=4), CAS+LTP96 (n=4) vy
CAS+LTP120 (n=5) no presentaron diferencias significativas entre ellos. Estas
Interacciones nos indican que los grupos CAS+LTP, los cuales no presentaron
LTP en respuesta a la estimulacion de alta frecuencia, presenta diferencias
significativas con respecto a los grupos pseudoCAS+LTP y LTP, que si
presentaron el fendbmeno, lo cual muestra que el entrenamiento en el CAS
inhibe la subsecuente induccion de LTP en la Cl. Estos datos también nos
indican que no existen diferencias significativas entre las distintas ventanas de
tiempo de los grupos CAS+LTP, lo cual muestra que el efecto producido por el
CAS sobre la subsecuente posibilidad de inducir LTP en la Cl, es persistente

en el tiempo.
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Cambio porcentual de la pendiente de los PPSEs
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Figura 18. Induccion de la LTP 72h después del CAS. En esta grafica se muestran la pendiente de los PPSEs
medidos en la via Bla-Cl de los grupos CAS+LTP72 y pseudoCAS+LTP72. Se tomaron veinte minutos de linea
base previa a la estimulacion, con una frecuencia de 0.05 Hz (un pulso cada 20 segundos). Posteriormente se
aplicaron 10 trenes de 100 Hz durante un segundo cada 20 segundos (flecha). Los cuadros negros representan la
media * desviacion estandar del porcentaje de la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base. La linea base
es la media de los PPSEs medidos antes de la induccion de los trenes (100%). Posterior a los trenes de alta
estimulacion, se registré durante una hora mas (60 min.) para observar los cambios en la eficiencia sindptica debido

a la estimulacion.
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Figura 19. Induccién de la LTP 96h después del CAS. En esta grafica se muestran la pendiente de los PPSEs
medidos en la via Bla-Cl de los grupos CAS+LTP96 y pseudoCAS+LTP96. Se tomaron veinte minutos de linea
base previa a la estimulacion, con una frecuencia de 0.05 Hz (un pulso cada 20 segundos). Posteriormente se
aplicaron 10 trenes de 100 Hz durante un segundo cada 20 segundos (flecha). Los cuadros negros representan la
media * desviacion estandar del porcentaje de la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base. La linea base
es la media de los PPSEs medidos antes de la induccién de los trenes (100%). Posterior a los trenes de alta
estimulacion, se registré durante una hora mas (60 min.) para observar los cambios en la eficiencia sindptica debido
a la estimulacion.
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Figura 20. Induccion de la LTP 120h después del CAS. En esta grafica se muestran la pendiente de los PPSEs
medidos en la via Bla-Cl de los grupos CAS+LTP120 y pseudoCAS+LTP120. Se tomaron veinte minutos de linea
base previa a la estimulacion, con una frecuencia de 0.05 Hz (un pulso cada 20 segundos). Posteriormente se
aplicaron 10 trenes de 100 Hz durante un segundo cada 20 segundos (flecha). Los cuadros negros representan la
media + desviacion estandar del porcentaje de la pendiente de los PPSEs con respecto a la linea base. La linea base
es la media de los PPSEs medidos antes de la induccién de los trenes (100%). Posterior a los trenes de alta
estimulacion, se registré durante una hora mas (60 min.) para observar los cambios en la eficiencia sinaptica debido
a la estimulacion.
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Figura 21. Grupo LTP. En esta grafica se muestran la pendiente de los PPSEs medidos en la via Bla-Cl de el
grupo LTP. Se tomaron veinte minutos de linea base previa a la estimulacion, con una frecuencia de 0.05 Hz (un
pulso cada 20 segundos). Posteriormente se aplicaron 10 trenes de 100 Hz durante un segundo cada 20 segundos
(flecha). Los cuadros negros representan la media + desviacion estandar del porcentaje de la pendiente de los
PPSEs con respecto a la linea base. La linea base es la media de los PPSEs medidos antes de la induccion de los
trenes (100%). Posterior a los trenes de alta estimulacion, se registrd durante una hora mas (60 min.) para observar
los cambios en la eficiencia sindptica debido a la estimulacion.




6.3. Histoldgicos.

Los datos histologicos mostraron que el electrodo de estimulacion y el de
registro estuvieron correctamente colocados en el Bla y en la corteza insular
respectivamente en todas las ratas que fueron sometidas a la fase

electrofisioldgica.

Figura 16. Corteza insular. La imagen muestra un corte coronal del cerebro de rata. Se puede
apreciar la ubicacion del electrodo de estimulacién en el area de la corteza insular agranular.
Escala = 1mm.

Figura 16. Ndcleo basolateral amigdalino. La imagen muestra un corte coronal del cerebro
de rata. Se puede apreciar la ubicacion del electrodo de registro en el area del nicleo
basolateral amigdalino. Escala = 1mm.




7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Parte del estudio del aprendizaje y la memoria desde la perspectiva de
las neurociencias se encuentra enfocado en el “como” se almacena la
informacion en el sistema nervioso. Entre los métodos que los investigadores
han utilizado para dar respuesta a esta cuestiéon se encuentra la aproximacion
electrofisiologica al estudio de la memoria, dentro de la cual se ha observado
que se aprecia actividad eléctrica neuronal durante los procesos relacionados
con el almacenamiento de la informacion (Tagametz y Horwitz, 2000). También
se ha descrito que la activacion eléctrica dependiente del aprendizaje se
encuentra distribuida dependiendo de la modalidad sensorial y el tipo de
informacion que se este almacenando (Lynch, 2004). Como ya hemos
mencionado, se han encontrado coincidencias de mecanismos entre los
cambios provocados por la memoria y fendmenos plasticos como la LTP o la
LTD (Malenka y Bear, 2004). Incluso se ha reportado que en ciertas tareas
conductuales se observan modificaciones en la eficiencia sinaptica y que,
hipotéticamente, esta modificacion en la eficiencia sinaptica provoca una
diferencia en el momento que es reactivada dicha via (evocacion)
convirtiéendose en el sustrato electrofisiologico del almacenamiento de la
informacion del evento que provoco el cambio en la eficiencia sinaptica (Rogan
et al.,1997; Makernnan y Shinick-Gallagher, 1997) Sin embargo los cambios
electrofisioldgicos que subyacen al aprendizaje y la memoria no han sido del

todo esclarecidos.

En este trabajo se muestra que el entrenamiento en el condicionamiento
aversivo a los sabores previene la induccién subsecuente de potenciacion a
largo plazo en la corteza insular. En estudios previos de nuestro laboratorio, se
mostro que la induccion de LTP en la corteza insular previa al entrenamiento al
CAS, aumenta la retencion de este condicionamiento (Escobar et al., 2000). Lo
anterior muestra que un cambio plastico en una via relacionada con la memoria
gustativa modifica la retencién de la memoria en una tarea conductual. Tanto
los resultados del 2000 como los ahora presentados sugieren una coincidencia

entre los mecanismos que subyacen a la LTP en la corteza insular y al CAS.



Los resultados aqui presentados son consistentes con los mostrados por
Rioult-Pedotti en 2000 y por Quinlan et al. en 2004, donde se observé una
modificacion en la LTP neocortical (corteza motora y corteza olfativa,
respectivamente) debido al entrenamiento previo de los sujetos en una tarea
conductual (Rioulti-Pedotti et al., 2000; Quinlan et al., 2004). Las dos
investigaciones mencionadas junto con la nuestra muestran que existe una
estrecha relacion entre la conducta y la LTP localizada en diferentes areas del
sistema nervioso. Asimismo, enfatizan la coincidencia de los mecanismos

celulares que subyacen a ambos fenbmenos.

También es importante tomar en cuenta el tipo de informacion que lleva
la via que va del nucleo basolateral de la amigdala a la corteza insular. Se ha
demostrado que la inactivacion de la amigdala poco antes del estimulo
gustativo no afecta al CAS, mientras que la inactivacion de este nucleo
después del estimulo gustativo o antes del estimulo aversivo impide la
inducciéon de este condicionamiento (Gallo et al, 1992). También se ha
observado que existe un aumento de actividad glutamatérgica debido al CAS,
medido tanto en la amigdala como en la corteza insular. Estos datos nos
sugieren que el estimulo gustativo no “ingresa” a la corteza insular a través de
la via amigdalo-cortical, mientras que el estimulo visceral si lo hace
(Bermudez-Rattoni et al. 2004). Lo anterior nos interesa porque, a diferencia de
los resultados anteriormente descritos en la corteza somatosensorial, y la
corteza olfativa, la via que se esta modificando no es la via que lleva el
estimulo sensorial hasta su ultimo relevo, sino que se trata de una via que esta
relacionada con la entrada de informacion de tipo emocional (Ledoux, 1993).
Probablemente esta via, que esta relacionada con el estimulo aversivo, es
modificada en el CAS, esto produce un cambio en el umbral para la induccién
de LTP. Esta hipdtesis es congruente con el hecho de que las ratas que se
entrenaron en el CAS a las cuales no se les presentd el estimulo aversivo
presentaron una induccién de la LTP en forma normal, y, de acuerdo con los
resultados observados por Escobar et al. en el 2000, cuando se modifica
electrofisiolégicamente dicha via se ve afectada la retencion del CAS, lo cual
nos hace pensar en la importancia que tiene dicha conexion para esta

conducta.



Pero ¢cémo es la modificacién producida por el CAS sobre la induccion
subsecuente de LTP?. Los trabajos de Rioult-Pedotti et al. en el 2000 y de
Quinlan et al. en 2004 sugieren que la conducta produce un efecto metaplastico
en las vias que estan relacionadas con dicha conducta, tanto en la corteza
motora como en la olfativa (Rioult-Pedotti et al., 2000; Quinlan et al., 2004).
Siendo que la via Bla-Cl participa en el condicionamiento aversivo a los
sabores y que los dos fendmenos se modifican mutuamente cuando se
presenta uno después de otro, lo cual nos esta indicando que los dos
fendmenos utilizan la misma maquinaria bioldégica para ejercer sus acciones,
podemos pensar que la tarea conductual modifico el umbral 6m en la via Bla-Cl
y que ésta tiene mecanismos similares a los fendmenos metaplasticos

provocados por la conducta reportados en otras areas neocorticales.

Entre los resultados de nuestra investigacion encontramos que el efecto
producido por el CAS sobre la LTP se mantiene durante por lo menos 120
horas después de concluida la fase conductual. Este resultado es consistente
con lo observado por Schroeder y Shinnick-Gallagher en 2005, donde el
condicionamiento al miedo bloqued la induccion de LTP en la amigdala lateral
hasta diez dias después del condicionamiento al miedo (Schroeder y Shinnick-
Gallagher, 2005). Ambos resultados muestran cambios metaplasticos que son
mantenidos por dias debido al entrenamiento en una tarea conductual. Huang
et al. en 1992 mostraron que el efecto metaplastico es temporal, ya que 90
minutos después de que se presenta la modificacion metaplastica, se pudo
inducir la LTP de forma normal. La diferencia de ventanas temporales
comparando la investigacion de Huang et al. en 1992 con la de Schroeder y
Shinnick-Gallagher en 2005 y la que aqui se esta presentando no es
contradictoria. La preparacién de Huang et al. fue in vitro, mientras que las
otras dos investigaciones fueron in vivo. Los cambios plasticos in vivo no
dependen Uunicamente de las propiedades biofisicas de las neuronas
individualmente, si no que el mantenimiento de los cambios en la plasticidad
depende de la red que forma parte la via que se esta utilizando, por lo tanto,

creemos que los cambios dependientes de la actividad in vivo son sostenidos



por toda la red neuronal que se encuentra ligada tanto a estas proyecciones
como a la conducta misma.

En el presente trabajo se muestra que cuando los animales consumen
sacarina y diez minutos después se les administra una inyeccion de LiCl, se
produce un cambio en la posibilidad de inducir plasticidad sinaptica
subsecuente. De manera analoga, el condicionamiento al miedo produce
cambios en la posibilidad de inducir LTP en la amigdala lateral (Schroeder y
Shinnick-Gallagher, 2005) vy recientes estudios de Rattiner et al. demuestran
que el estimulo aversivo administrado solo no produce cambios ni en la
respuesta conductual ni en la eficiencia sinaptica de la amigdala lateral
(Rattiner et al., 2004). De manera similar, estudios realizados por Mickley et al.
demuestran que durante el entrenamiento en el CAS, no se observan
diferencias significativas entre grupos de ratas a las cuales sélo se les inyecta
LiCl durante la sesion de adquisicion y los animales a los cuales solo se les
administra sacarina en dicha sesion, es decir, no se encontraron diferencias
con respecto al consumo de sacarina durante la prueba de aversién entre los
dos grupos (Mickley et al., 2000), lo cual subraya que el LiCl no produce
cambios en la conducta por si solo. Asimismo, la administracién de LiCl, tanto
en ratas anestesiadas como en ratas despiertas, induce cambios
electrofisioldgicos en el Bla, sin que se registren cambios en las propiedades
electrofisiolégicas en la Cl (Bermudez-Rattoni, 2004), lo que sugiere que la
asociacion entre los dos estimulos es lo que provoca el efecto metaplastico
mostrado en este proyecto. Sin embargo, se necesita investigar este punto
para descartar la posibilidad de que el consumo de LiCl afecte la posibilidad de

inducir cambios plasticos subsecuentes.

Se ha reportado que las ratas presentan aversion al sabor aun cuando
han pasado dias después de la asociacion entre el sabor y el malestar gastrico
(Ferreira et al., 2002) de manera similar a la duracion del efecto metaplastico
que se presenta en este estudio. Esto nos hace pensar que el efecto producida
por el CAS sobre la posibilidad de inducir subsecuentes cambios en la
eficiencia sinaptica se encuentra relacionado con un mecanismo homeostatico
que modula las respuestas futuras del nucleo Bla a la Cl, modificando de esta

forma la respuesta neuronal (y al fin y al cabo conductual) ante la repeticion de



la misma sucesion de estimulos que produjeron el CAS. En este estudio se
muestra que los cambios en las propiedades eléctricas de la corteza insular
debido a la conducta se mantienen por un periodo hasta de cinco dias, lo cual
muestra que la permanencia en los cambios eléctricos tiene una

correspondencia con la permanencia de los cambios en la conducta.

Posibles mecanismos

En la investigacién reportada por Escobar et al. en 1998 se comprobd
que la LTP en la corteza insular es dependiente de los receptores NMDA
(Escobar et al., 1998a). Por otro lado, los estudios de Quinlan et al. en el 2004
muestran que el cambio metaplastico que se presenta en la corteza olfativa es
dependiente de la cantidad de subunidad del rINMDA (NR2A o NR2B) (Quinlan
et al., 2004). Asimismo se ha encontrado que la proporcién de las subunidades
del receptor NMDA, esta relacionada con una modificacién en el umbral 6m de
forma similar que en la corteza olfativa (Errger et al., 2005; Philpot et al., 2001).
Esto nos hace pensar que el efecto metaplastico que se presenta en la corteza
insular puede deberse a un cambio en la proporcién de los receptores NMDA.
De ser de este modo, se esperaria que el entrenamiento en el CAS provocara
un aumento en la subunidad NR2A en comparacion de la subunidad NR2B, lo
cual dificultaria la induccion de la LTP. Esta hipétesis debe de ser probada
infundiendo bloqueadores de las subunidades del rNMDA. Por otro lado, si este

efecto es un efecto metaplastico debe de encontrarse que es reversible.

Se ha reportado en otras zonas neocorticales que el cambio en la
proporcion de las subunidades del INMDA, NR2b y NR2a persiste por lo menos
48 horas después de una tarea de aprendizaje (Quinlan et al. 2004).
Probablemente la persistencia de las acciones del CAS sobre la induccion
subsecuente de la LTP aqui reportada se correlacione con la permanencia del
cambio en la proporcién de las subunidades del rINMDA.

Como ya hemos mencionado, la induccion de LTP en la corteza
insular aumenta la retencion del CAS y el entrenamiento previo en el CAS
modifica la subsecuente induccién de LTP en la corteza insular, ¢cual es la

interaccidn entre estos dos fendmenos? y ¢ por qué se observa un aumento y



no una disminucion de la retencion del CAS?. El condicionamiento aversivo a
los sabores tiene una fase de adquisicion, donde el sujeto aprende que el
malestar gastrico esta asociado con el sabor dulce de la sacarina, mientras que
en la fase de extincion el sujeto aprende, a medida que pasan las pruebas de
extincion, que el sabor no esta asociado con el malestar gastrico, por lo que
aumenta el consumo del mismo. La induccion previa de plasticidad en la via
que va del nucleo basolateral amigdalino hacia la corteza insular modifica la
retencion, pero no se conoce de qué forma afecta especificamente a los
circuitos neuronales encargados de la memoria del CAS. La investigacion que
aqui presentamos, junto con la presentada en el 2000, muestran que existe una
coincidencia de mecanismos entre estos dos fenbmenos y pensamos que de
alguna manera durante la induccion de plasticidad sinaptica en la via Bla-Cl, se
presenta un cambio en el umbral para producir plasticidad sinaptica y esto
modifica la retencion del CAS, ya que los cambios plasticos necesarios para
que la extincion suceda de forma tradicional, no pueden darse de la misma
forma que en un CAS normal. De la misma forma pensamos que el umbral 6m
es modificado debido al entrenamiento al CAS, lo cual produce el efecto
presentado en este trabajo de investigacion, lo cual explica que el CAS afecte a
la LTP y la LTP afecte al CAS.

Estos datos nos hacen pensar que la LTP y la memoria, ademas de
tener coincidencia de mecanismos, son afectados de manera muy similar por la
historia de actividad de la via que se esta modificando. Esto nos sugiere que en
el almacenamiento de la informacion en el sistema nervioso intervienen

cambios en la eficiencia sinaptica, como los observados en la LTP y la LTD.

Conductay LTP.

¢La memoria implica cambios, tanto en la eficiencia sinaptica como
morfologicos, similares a los observados en la LTP?. Esta es una cuestion a la
cual muchos laboratorios en el mundo estamos tratando de dar respuesta. Se
ha propuesto que mecanismos similares a los de la LTP subyacen a los
cambios en la memoria. (Geinishman et al., 1993). Las coincidencias que

tienen estos dos fendmenos incluyen incrementos en el numero de sinapsis por



neurona (Jones et al 1997), incrementos en la eficiencia sinaptica (Rioult-
Pedotti 2000, Rogan et al., Mckerman y Shinnik-Gallager), asi como cambios
en un buen numero de proteinas. Por ejemplo, se ha reportado un incremento
en los receptores NMDA (Bliss y Collindrige, 1993) asi como cambios en la
proporcion de sus subunidades (Perez-Otafo y Ehlers, 2005), dependencia de
los receptores metabotropicos glutamatérgicos (Jia et al 2001), expresion de
CAMKII (Mayford et al. 1996) y CaMkIV (Kang et al 2001), expresién de CREB
(Bortzchuladze et al, 1994) y genes de expresidon temprana como Zif (Jones et
al., 2001), proteinas presinapticas como la sinaptofisina (Janz et al.,1999) y
Gap43 (Routtenberg et al 2000) asi como moléculas estructurales como las
NCAM (Bliss et al., 2000) y las integrinas (Castren et al.,, 1993). EIl
descubrimiento de todos estos mecanismos similares nos hace pensar que se
estan dilucidando la forma en la que los organismos almacenamos informacién
en el sistema nervioso. Sin embargo no se ha dicho la ultima palabra. Lo que
las investigaciones sugieren es que al construirse una nueva memoria tiene
lugar una interaccion de varios procesos (tanto hebbianos como no hebbianos)

en las vias que se encuentran relacionadas con esa modalidad de memoria.

Resumiendo, nuestros resultados muestran que el entrenamiento en el
CAS afecta la induccion subsecuente de la LTP en la corteza insular. Aunado a
esto, el efecto del CAS sobre la LTP persiste hasta 120 horas después del
condicionamiento. Por lo que los presentes resultados hacen pensar que la
memoria del CAS comparte mecanismos celulares comunes con la LTP en la
corteza insular. También hace pensar que el efecto producido por el CAS sobre
la subsecuente induccion de LTP es un efecto metaplastico en el que el
entrenamiento en el CAS modifica los umbrales de respuesta ante estimulos de
alta frecuencia, probablemente mediante un cambio en la proporcion de
subunidades al receptor NMDA. Es de esperarse que siendo el CAS un
condicionamiento tan importante a nivel filogenético, produzca cambios
plasticos de caracter prolongado, por lo cual, los hallazgos del presente estudio
nos acerca a entender de qué manera interactuan las neuronas para almacenar
la informacion de un proceso tan importante filogenéticamente como lo es el

condicionamiento aversivo a los sabores.



Finalmente, podemos decir que la memoria descansa en una gran
variedad de cambios plasticos al interior del sistema nervioso, que estas
‘memorias” tienen mecanismos de almacenamiento, mantenimiento vy
recuperacioén y que depende tanto de la experiencia como del funcionamiento
interno de dichas redes neuronales. Lo que no podemos aun saber es la forma
en que esta memoria se almacena en aquella area, necesitariamos conocer a
la perfecciéon la forma en la que interactua el sistema nervioso para cada tipo
de informacion, los cambios plasticos que intervienen en cada uno y los
mecanismos pertinentes para cada modalidad sensorial o area del sistema
nervioso. Estos cambios forman un complicado lenguaje que utilizan nuestras
neuronas, el cual estamos aun lejos de entender. Descifrar el “codigo” que
utiliza el sistema para almacenar informacion sera la tarea de los
neurocientificos que, desde sus diferentes puntos de vista aportan una vision

cada vez mas amplia del como funciona nuestro cerebro.
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