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RESUMEN

Hoy en dia se sabe que la historia de actividad de las neuronas modula las respuestas
futuras a determinados estimulos y que esta propiedad es particularmente importante en los
fendbmenos de aprendizaje y memoria. En este sentido, una serie de mecanismos que
forman parte de la denominada plasticidad homeostatica tienden a mantener la eficiencia de
las conexiones sindpticas en un rango determinado, evitando de este modo los cambios
abruptos que podrian ser nocivos para el funcionamiento neuronal. De este modo, la
actividad singptica promueve cambios en la habilidad para inducir plasticidad sinaptica
subsecuente, fendémeno que es definido como metaplasticidad. En particular, el
entrenamiento en determinadas tareas conductuales modifica la habilidad para inducir
cambios plasticos como la potenciacién a largo plazo (LTP). Estudios previos en la corteza
insular (Cl) muestran que la induccion de LTP en la via de comunicacion que va del nucleo
basolateral amigdalino (Bla) a la Cl agranular modifica la retencion del condicionamiento
aversivo a los sabores (CAS), un entrenamiento conductual en el que un malestar gastrico
es asociado con un sabor novedoso. El objetivo de la presente investigacion es analizar la
influencia del entrenamiento en el CAS sobre la subsecuente induccién de LTP en ratas
adultas in vivo. Para tal efecto, se indujo la estimulacién suficiente para inducir LTP en la ClI
a animales previamente entrenados en el CAS. Nuestros resultados muestran que el
entrenamiento en el CAS modifica la expresion de LTP en la via de comunicacion Bla-Cl
hasta por 5 dias posteriores al entrenamiento. Con el propdsito de caracterizar parte de los
mecanismos moleculares involucrados en la interaccion CAS-LTP de la ClI, se infundieron
intracorticalmente el acido 3-2carboxipiperazin-4-ylpropil-1-fosfonico (CPP, antagonista del
receptor N-metil-D-aspartato: NMDA; 0.05 uM), queleritrina (inhibidor de la proteina cinasa
C: PKC; 2.6 mM), KT5720 (inhibidor de la proteina cinasa A: PKA; 1.86 mM) y anisomisina
(inhibidor de la sintesis de proteinas; 0.37 M). Nuestros resultados muestran que el bloqueo
de los receptores NMDA asi como la inhibicion farmacoldgica de la PKC y de la sintesis de
proteinas en la Cl evitan el efecto del entrenamiento en el CAS sobre la induccion
subsecuente de LTP en dicha area neocortical. Sin embargo, la inhibicién farmacolégica de
la PKA evita la formacion del CAS, pero no el efecto del CAS sobre la LTP en la Cl. Nuestros
hallazgos demuestran que la historia de actividad de la via que va del ndcleo basolateral
amigdalino a la corteza insular modifica de manera persistente la subsecuente induccion de
LTP. Estos efectos son mediados por la participacion de los receptores NMDA, proteinas
cinasas como la PKC y requiere de sintesis de nuevas proteinas.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS
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PPSEs Potenciales postsinapticos excitatorios
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1. ANTECEDENTES

Una de las habilidades méas relevantes para la supervivencia de los
seres Vvivos es su capacidad para adaptarse al medio ambiente a través de
diversos mecanismos. Por ejemplo, las células del sistema nervioso (SN)
cuentan con la capacidad de modificar morfologica y funcionalmente la
eficiencia de la transmision sinaptica en respuesta a la actividad. Esta
propiedad de las neuronas es conocida con el nombre de plasticidad sinaptica,
la cual es definida como cambios en las propiedades sindpticas dependientes
de la actividad y es considerada como la base de fenébmenos adaptativos como
el aprendizaje y la memoria (Milner et al., 1998; Bear et al., 2001; Citri &
Malenka, 2008).

Actualmente podemos definir al aprendizaje como el proceso mediante
el cual el SN adquiere informacion, mientras que la memoria es el proceso
mediante el cual dicha informacion es almacenada (Bear et al., 2001). Parte de
los estudios tendientes a investigar las bases neurobioldgicas que subyacen a
la memoria han sido encaminados a describir los cambios plasticos
relacionados con el almacenamiento de informacion, esto es, cambios
morfologicos y funcionales en la comunicacion sinaptica dependientes de la
actividad. Actualmente se considera que diversas expresiones de plasticidad
sinaptica se encuentran involucradas en la formaciéon de la memoria (Kuo et al.,
2008; Turrigiano, 2008; Feldman, 2009; Jung & Ziemann, 2009; Langwieser et
al., 2010; Turrigiano, 2011). En particular, una de las expresiones de plasticidad
sinaptica subyacentes al almacenamiento de informacion que ha sido
ampliamente estudiada en las Ultimas décadas es la potenciacion a largo plazo
(LTP), que se define actualmente como el incremento prolongado de la
eficiencia sinaptica dependiente de la actividad (Abraham, 2008). La LTP
constituye un fendmeno considerado como esencial para la formacion de la
memoria (Lemo, 1966; Abraham, 2008; Citri & Malenka, 2008).

1.1. Potenciacion a largo plazo
La memoria es 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). Actualmente se
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considera que las modificaciones en la eficiencia sinaptica dependientes de la
actividad subyacen al aprendizaje y la memoria (Bear, 1996; Citri & Malenka,
2008). A finales de los afios 1960 y principios de la década de los 1970's, Bliss
y Lemo realizaron una serie de experimentos describiendo que trenes breves
de estimulacién aplicados en la via que va del patrén perforante al giro dentado
en el hipocampo de conejos, causaban un incremento en la fortaleza de las
conexiones sinapticas (Lemo, 1966; Bliss & Gardner-Medwin, 1973; Bliss &
Lgmo, 1973). Dicho fendbmeno se conoce como LTP, siglas en inglés de
potenciacion a 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). Hoy en dia se conoce que es posible inducir LTP en
practicamente todas las areas del SN (Abraham, 2008; Citri & Malenka, 2008),
ademas de presentarse en diversas especies de animales, como en conejos,
gatos, ratas, ratones, invertebrados e incluso en humanos (Roberts &
Glanzman, 2003; Kitagawa et al., 2004; Muller et al., 2007; Abraham, 2008;
Citri & Malenka, 2008; Dringenberg et al., 2008; Otsubo et al., 2008).
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Figura 1. Ejemplo de potenciaciéon a largo plaz. La grafica muestra la pendiente de los poterziplest-

sinapticos excitatorios (PPSE) del area CAl hipgednantes (1) y después (2) de la estimulacion lde
frecuencia (flecha: 100 Hz/1s) en el area CA3 dpbdampo. Los trazos en la parte superior muesiran
incremento en la amplitud de los PPSEs despuésajgitacion de los trenes (escala: 0.5 mV, 10nostificado

de Citri y Malenka, 2008




Existen coincidencias en los mecanismos celulares inherentes a la
induccién de la LTP en las diferentes areas en las cuales puede ser inducido el
fenbmeno (Malenka & Bear, 2004). Particularmente, los mecanismos
moleculares de la LTP inducida en la via de las colaterales de Schaffer a la
region CA1l hipocampal han sido ampliamente estudiados y son considerados
prototipicos de la LTP (Malinow et al., 2000). Parte de dichos mecanismos
seran descritos a continuacion.

La actividad sinaptica promueve la liberacion presinaptica del
neurotransmisor glutamato, el cual activa a los receptores AMPA (&cido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico). La activacion de dichos
receptores da lugar a la entrada de sodio al interior de la célula (figura 2),
contribuyendo de esta forma a la despolarizacion de la membrana
postsinaptica. En tanto, los receptores NMDA permanecen inactivos, debido a
que presentan un bloqueo de magnesio que impide el flujo iénico a través de
ellos. A pesar de presentar sitios que son activados con el glutamato, es
necesaria la despolarizacién de la membrana para que los receptores NMDA
sean desbloqueados, caracteristica que los hace muy importantes para la
plasticidad sinaptica (Kandel & Hawkins, 1992). Los receptores NMDA
presentan ademas la caracteristica de que al ser activados no so6lo permiten la
entrada de iones de sodio al interior de la célula, sino que son permeables
también al ion calcio (Jahr & Stevens, 1987; Ascher et al., 1988; Stanton, 1996;
Erreger et al., 2005). El calcio también es introducido al interior de la célula por
medio de canales de calcio dependientes de voltaje, los cuales son abiertos en
respuesta a la despolarizacion de la membrana. La presencia de calcio al
interior de la neurona inicia una cadena de sefializacion donde intervienen las
proteinas cinasas, capaces de transferir grupos fosfato (fosforilar) a sus
respectivos sustratos. Un ejemplo es la activacion de la calcio-calmodulina
cinasa Il (CaMKIl), que se encuentra relacionada con un aumento en la
fosforilacion de los receptores AMPA vy, por tanto, un incremento en la
eficiencia sinaptica (Malenka et al., 1989; Malenka & Nicoll, 1999; Malinow &
Malenka, 2002; Malenka & Bear, 2004). Asimismo, la calmodulina causa la
activacion de la adenilato ciclasa, la cual produce monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc) a partir de trifosfato de adenosina (ATP) (Lisman, 1989; Blitzer
et al.,, 1998; Makhinson et al., 1999). EI AMPc producido activa a la proteina
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cinasa A (PKA). Al activarse la PKA, tiene lugar la disociacion de sus
subunidades catalitica y reguladora, permitiendo la translocacién de la
subunidad catalitica hacia el interior del nicleo (Hagiwara et al., 1993). Una vez
dentro del nucleo, activa factores de transcripcion como CREB (elemento
responsivo al AMP ciclico) que participan en la modulacién de la transcripcion
de una variedad de genes involucrados en la activacién y el mantenimiento de
los cambios en la eficiencia sinaptica (Wells & Fallon, 2000). Asimismo, existe
una familia de al menos 10 distintas proteinas que han sido involucradas en los
fendmenos de plasticidad sinaptica como la LTP, las PKCs (Taattola, 2004;
Yang et al., 2004). Estas proteinas son activadas por calcio y diacilglicerol
(Taattola, 2004) y uno de los sustratos de esta cinasa es la subunidad del
receptor AMPA GIuR1, la cual al ser fosforilada promueve un incremento en la
conductancia de dicho canal (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 o mas horas después de la induccion de potenciacién, 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 & 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 endopldsmico rugoso) sino que ademas
tiene lugar en las dendritas que cuentan con la maquinaria necesaria para la
traduccién de nuevas proteinas (Engert & Bonhoeffer, 1999; Toni et al., 1999;
Wells & Fallon, 2000; Malenka & Bear, 2004; Citri & Malenka, 2008). Estas
nuevas proteinas mantienen en un nivel 6ptimo la actividad molecular
necesaria para sostener los cambios en la eficiencia sinaptica, ademas de
promover cambios morfoldégicos en las espinas dendriticas (Engert &
Bonhoeffer, 1999; Toni et al., 1999). En este sentido, se ha descrito
recientemente que una isoforma de las PKCs que es conocida como PKMC es
necesaria para el mantenimiento de la LTP en el hipocampo y en ciertas areas
neocorticales, ya que su inhibicion bloquea tanto la LTP como la memoria de

tareas conductuales, incluso horas después de que éstas se han consolidado
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(Hrabetova & Sacktor, 1996; Pastalkova et al., 2006; Shema et al., 2007,
Sacktor, 2011; Shema et al., 2011).

Corto Plazo Largo Plazo

Nucleo
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CaMkIV ! t

PKC g
CaMKII (fosforilacién PKA BDNF, Subunida-
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f res, etc.
AMPc, ,

Calcio C

A Adenilato }
ciclasa

Moduladores
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1

Formacién de nuevos
contactos sindpticos

Figura 2. Mecanismos moleculares ¢ la potenciacién a largo plazc En é&te esquema se muestparte de los
mecanismos moleculares response de la LTP.(Modificado de Milner et al., 1998

Como mencionamos en lineas anteriores, es posible inducir LTP en
diferentes areas del SN, como el hipocampo y la neocorteza (Wang et al.,
2006; Wilson et al., 2007). Una de las areas neocorticales donde se presenta el
fendmeno de LTP es la corteza insular (Cl), especificamente la proyeccién que
va de el nucleo basolateral amigdalino (BLa) a la Cl agranular, via neuronal que
se encuentra involucrada en el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS)
(Escobar et al., 1998a; Jones et al., 1999).

1.2. Condicionamiento aversivo a los 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 dafiino de cualquier alimento

gue tenga atributos similares y evitando su consumo. John Garcia describié por




primera vez que las ratas desarrollan aversién a soluciones con sabor dulce
cuando estas son seguidas por la aplicaciéon de rayos gamma (Garcia et al.,
1955). En posteriores experimentos del mismo grupo de investigacion, el
estimulo aversivo utilizado fue el cloruro de litio (LiCl). En este sentido, Garcia y
Koellin en 1966 demostraron que una soluciébn 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 & Koelling, 1966). A esta conducta de rechazo basada
en el aprendizaje se le llamd condicionamiento aversivo a los sabores o CAS
(figura 3). 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 espontdneamente, pero también presentan el
aprendizaje de la tarea cuando el estimulo aversivo es inyectado por via
intraperitoneal o intravenosa (Bradley & Mistretta, 1971; Bures & Buresova,
1989).

§

Q
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-
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Figura 3. Condicionamiento aversivo a los sabore:Cuando un sabor novedoso es asociado con un nmé
gastrico (inyeccién de LiCl) da como resultado guelas siguientes presentaciones del sabor, éstriewr
malestar gastrico. Esto causa que el animal muaetrsion a dicho sabor, evitando su cmo.




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 induccion de malestar. Este
intervalo puede durar horas, a diferencia de otros condicionamientos, en los
cuales es necesario que el intervalo entre el estimulo condicionado y la
respuesta incondicionada sea de segundos (Domjan, 1985).

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

Numerosos experimentos han demostrado que lesiones bilaterales de la
Cl deterioran el aprendizaje y la evocacion del CAS (Bermudez-Rattoni, 2004;
Bermudez-Rattoni et al., 2005), sin embargo no parece afectar la percepcion
del sabor, ya que los animales con lesion en la Cl pueden discriminar entre
diferentes concentraciones de sacarosa y NaCl (Lasiter et al., 1985). Estudios
electrofisiol6égicos mediante estimulacion gustativa y evocacion de sefales de
la lengua a la corteza gustativa sugieren que los estimulos gustativos estan
confinados a la Cl (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005;
Bernstein & Koh, 2007). A este respecto, estudios electrofisiologicos donde se
evocan sefiales en la corteza gustativa mediante estimulacién lingual sugieren
gue el CAS promueve cambios en la actividad de la CI (Yamamoto et al., 1989;
Grossman et al., 2008). De manera similar, se ha reportado que el CAS es
capaz de producir cambios en la actividad de genes de expresion temprana
como c-fos (Bernstein & Koh, 2007) e incluso modifica los mapas sensoriales
de la Cl en ratas (Accolla & Carleton, 2008). Ademas, la Cl se ha visto
involucrada también en otras tareas de aprendizaje de tipo aversivo, como la
prevencion pasiva o el laberinto de agua de Morris (Escobar et al., 1989;
Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991; Bermudez-Rattoni, 2004).
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1.3. La corteza insular y la via gustativa

La ClI 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 (figura 4).
Las yemas gustativas son consideradas los 6rganos sensoriales del sentido del
gusto. Tanto en el humano como en la rata, la ubicaciébn 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 eséfago presentan yemas
gustativas pero solo las yemas que se encuentran en la lengua estan
agrupadas en papilas (Bear, 1996).

Células basales _ . _
Celulas gustativas

Poro gustative

Papilas
circunvaladas

Papilas foliadas /

Axones
aferentes |
gustativos Sinapsis

micro
vellosidades

N et " -
Papilas e Ll A Yemas gustativas
fungiformes

Figura 4. La lengua, las papilas y las yemas gustativ. Imagen que muestra la ubicacién de las papjlas
gustativas en la lengua, las yemas gustativasaleetias papilas y las células que forman las yegnatativas
(modificado de Bear et al.. 200:

Los pares craneales VIl (facial), IX (glosofaringeo), y X (vago) llevan
informacién de las yemas gustativas (figura 5). El nervio facial lleva informacion
de las papilas fungiformes que se encuentran en la parte posterior de la lengua,
asi como de las yemas gustativas localizadas en el paladar y en el conducto
nasoincisor. El nervio glosofaringeo lleva informacion de las papilas foliadas y
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circunvaladas que se encuentran en la parte posterior de la lengua, mientras
gue el nervio vago lleva informacién de las yemas gustativas de la epiglotis
laringe y es6fago. Por otra parte, el nervio trigémino inerva la periferia de las
yemas gustativas y transmite informacion somatosensorial, textura vy
temperatura de los alimentos (Reutter & Witt, 1993). Los tres nervios, facial,
glosofaringeo y vago, hacen sinapsis en el nucleo del haz 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 nacleo parabraqueal del puente, en lo que se ha denominado
como area gustativa del puente (Norgren & Leonard, 1971). Una vez ahi se
reconocen dos rutas: una primera ruta se proyecta hacia estructuras ventrales
del cerebro basal como la amigdala, la zona ventral del hipocampo, y la
sustancia innominada mientras que una segunda ruta se proyecta hacia el
complejo ventrobasal del talamo, el cual se comunica con la Cl agranular
(Gerfen & Clavier, 1979). En el humano las fibras eferentes provenientes del
ndcleo del haz solitario se proyectan rostralmente hacia el nucleo parabraqueal
del puente, pero no hacen sinapsis hasta el ndcleo ventroposteromedial del
talamo en su division parvocelular (Norgren & 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 (Pritchard et al., 1986; Kinomura et al., 1994).

Es importante sefialar que el nucleo del haz solitario recibe aferencias
gue son originarias del area hepética del vago asi como sefiales del area
postrema a través del torrente sanguineo, estas vias son importantes ya que
transmiten informacién relacionada con irritacibn por intoxicacion géstrica
(Yamamoto et al., 1992), por ejemplo, un estudio electrofisiologico demostro la
activacion de la CI cinco minutos después de la inyeccion de LiCl (Weiner et al.,
1994). También es importante considerar las conexiones reciprocas entre la Cl
y la amigdala, esta dultima relacionada con tareas aversivas como el
condicionamiento al miedo y la prevencién pasiva, asi como con respuestas
emocionales como el miedo y la agresiéon (McGaugh et al., 1990; LeDoux,
1993).
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Figura 5. La via gustativa en rats. Esquemas donde se muestra la via gustan las ratas. breviaturas:
VII, nervio facial; IX, nervio d¢psofaringeo; X, nervio vago; NS, nucleo del hazolitario; NPB, nucle
parabranquial del puente;MRM, nlcleo ventroposteromedial del talamo; Cl,teza insular; Sl, sustanc
innominada; HL, Ipotalamo lateral; Am amigdal

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 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
ésta corteza con el nucleo basalis magnocelularis. La acetilcolina activa a
receptores de tipo muscarinicos en la Cl, los cuales promueven la activacion de
la PKC, la cual tiene injerencia en la modulacion de los receptores NMDA y en
la activacion de otras cinasas como ERK. Por otro lado, para la formacion del
trazo de memoria gustativa de tipo aversivo, se ha observado que el malestar
gastrico incrementa los niveles de glutamato en la Cl debido a la activacion de
la via amigdalo-cortical, lo cual promueve la entrada de calcio al interior de las
neuronas en dicha corteza, iniciando cambios plasticos dependientes de la
actividad (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al.,, 2005).

Actualmente se considera que la conjuncién de los mecanismos del trazo
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gustativo y del trazo aversivo en la Cl activan diferentes proteinas relacionadas
con la plasticidad como la misma PKC o la PKA, que son parte de una cadena
molecular que culmina con la activacion de genes de expresién temprana como
CREB, los cuales promueven la sintesis de nuevas proteinas relacionadas con
el mantenimiento de la memoria del CAS (Yasoshima et al., 2000; Bermudez-
Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005). Interesantemente, diversas
proteinas que se encuentran relacionadas con la formacién y el mantenimiento
del CAS se encuentran también relacionadas con la expresion de la LTP en la
Cl, lo cual sugiere una coincidencia de mecanismos entre estos dos fendmenos
(Escobar et al.,, 1998a; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000; Escobar et al.,
2002)

1.4. LTP y conducta

Hoy en dia, 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 sugieren que el condicionamiento al miedo
causa incrementos en la pendiente y amplitud de los potenciales postsinapticos
excitatorios (PPSESs) en la amigdala lateral en ratas adultas in vivo e in vitro
(McKernan & Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan et al.,, 1997). En una
investigacibn mas reciente se encontré que el entrenamiento en la tarea de
prevencion pasiva induce LTP en el area CA1l hipocampal (Whitlock et al.,
2006). Los estudios mencionados muestran que los cambios en la eficiencia
sinaptica dependientes del entrenamiento en tareas conductuales se ven
representados en distintas areas del SN.

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

El mismo grupo de investigacion entrend a un grupo de ratas en la
mencionada tarea para posteriormente inducir LTP y LTD en el hemisferio
entrenado. Sus resultados mostraron que la LTP fue significativamente

reducida mientras que la LTD fue significativamente incrementada en el
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hemisferio entrenado (figura 6), comparado con el hemisferio contralateral,
utilizado como control (Rioult-Pedotti et al., 2000).
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Figura 6. El entrenamiento en habilidades motoras modifica landuccion subsecuente de plasticidad
sindptica en la corteza motora.El entrenamiento en tareas motoras disminuye laninabde la LTP.
Circulos negros: hemisferio entrenado. Circulosidda: hemisferio no entrenado (Modificado de Rieut
Pedotti et al., 2000).

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

1.5. Plasticidad Homeostatica

Las células en el SN reciben constantemente estimulos de otras
neuronas y existen diversos mecanismos plasticos que modulan las respuestas
neuronales ante dicha estimulacion. Especificamente, se han distinguido dos
tipos de plasticidad sinaptica (Pérez-Otafio & Ehlers, 2005; Turrigiano, 2008;
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Turrigiano, 2011). En primer lugar, se encuentran las modificaciones plasticas
de tipo “hebbiano”, las cuales tienden a desestabilizar las propiedades
neuronales, produciendo cambios persistentes en la comunicacién neuronal.
Por ejemplo, los cambios en la eficiencia sinaptica tales como la LTP y la LTD
son considerados plasticidad hebbiana, ya que la actividad desestabiliza las
propiedades sinapticas dando lugar a un aumento o decremento persistente en
la eficiencia sinaptica. En segundo lugar existen las modificaciones plasticas
“no hebianas” que son también conocidas como “plasticidad homeostética”. En
éste tipo de plasticidad, las neuronas inician una serie de mecanismos
homeostéticos con el fin de mantener los niveles de eficiencia sinaptica en un
rango determinado, resistiéndose de este modo a las modificaciones abruptas.
Sin plasticidad homeostéatica, fendbmenos como la LTP o la LTD provocarian
niveles de actividad extremos que podrian producir el deceso de las células
neuronales, ya sea por exceso o por falta de actividad. De manera similar, sin
mecanismos homeostéaticos operando a nivel de los contactos sinapticos, seria
imposible conservar el patron de actividad eléctrica caracteristico de cada via.
(Turrigiano & Nelson, 2004; Pérez-Otafio & Ehlers, 2005). EI SN cuenta con
mecanismos especificos para mantener el equilibrio de dichas funciones
neuronales. Por ejemplo, puede modificar la posibilidad de inducir plasticidad
sinaptica subsecuente (metaplasticidad), mecanismo que tiende a conservar la
eficiencia de las conexiones sindpticas en un rango determinado (Pérez-Otafio
& Ehlers, 2005; Abraham, 2008).

1.6. Metaplasticidad

Como mencionamos en lineas anteriores, la actividad de las neuronas
produce diferentes tipos de plasticidad sinaptica. En este sentido, la actividad
neuronal puede inducir incrementos o decrementos en la eficiencia sinaptica,
asi como cambios homeostaticos, dependiendo del tipo de estimulacion que
sea aplicada a las células neuronales. Por ejemplo, en las colaterales de
Shaffer, se ha reportado que se puede inducir LTP con estimulacion de 50 Hz,
100 Hz, 200 Hz y con estimulacion theta. Andlogamente, es posible inducir LTD
en la misma via con 1 Hz o con 5 Hz de estimulacién y para cada protocolo de
estimulacion se presenta un cambio en la eficiencia sinaptica de diferente

magnitud (Zakharenko et al., 2003; Artola et al., 2006). Sin embargo, existen
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frecuencias de estimulacion con las cuales no se presentan ni LTP ni LTD en
las colaterales de Shaffer. La estimulacion sinaptica de baja frecuencia (30 Hz)
en dicha proyeccion produce una potenciacién a corto plazo, es decir, que el
aumento en la eficiencia sinaptica tiene una duracion de més 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 ningin cambio en la via
(Malenka, 1991). Sin embargo el cambio se observa cuando se induce LTP en
la misma via que fue previamente estimulada, estos cambios incluyen una
inhibicién de la LTP y una facilitacién de la LTD (Huang et al., 1992; Abraham &
Bear, 1996). A dicho fendmeno se le conoce como metaplasticidad, el cual es
definido como “un cambio en la posibilidad de inducir plasticidad sinaptica
subsecuente” (Abraham & Bear, 1996; figura 7). La metaplasticidad es un
fendbmeno donde la actividad es capaz de modificar el umbral para la induccién
de plasticidad sinaptica, resistiéndose a los cambios abruptos en la eficiencia
sinadptica y conservando la excitabilidad de las neuronas en un nivel
determinado (Abraham & Bear, 1996; Bear, 1996). El cobmo y bajo qué
condiciones se modulan dichos umbrales es una interesante cuestion que se
ha abordado tanto desde el punto de vista de los modelos matematicos como

experimentalmente.
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Figura 7. Efectos de la estimulacién previa sobre la inducaidde LTP en el area CA1 hipocampalEn una
situacion experimental donde normalmente se puedigcir el fendmeno de la LTP (arriba), la potenidacs
inhibida debido a la previa estimulacién de bagadiencia (abajo; modificado de Huang et al. 1992).

1.6.1. Modelo 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 "8m" mientras que una via es depotenciada cuando la activacion
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postsingptica es mayor que cero pero menor que el valor m (figura 8). A éste
modelo se le conoce como BCM y es importante mencionar que dicho umbral
no es fijjo (Cooper et al.,, 1979; Bienenstock et al., 1982). La frecuencia de
estimulacion es directamente proporcional a la activacion de la postsinapsis. Lo
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anterior se ve reflejado en que a frecuencias mas altas se presente una mayor
activacion de la postsinapsis mientras que a frecuencias mas bajas la
activacion es menor (Bear, 1996). La relacion ya mencionada entre la
frecuencia de estimulaciéon y la direccionalidad de los cambios en la eficiencia
sinaptica es explicada mediante el hecho de que la cantidad de calcio que
ingresa a la célula neuronal es dependiente de la frecuencia mediante la cual
es estimulada la neurona (Jedlicka, 2002; Bear, 2003) De hecho, se ha
reportado que cuando se aplica estimulacién que induce LTP, pero es inhibida
parcialmente la entrada de calcio a la célula, se presenta LTD (Taniike et al.,
2008). Entonces, bajas frecuencias estdn asociadas a bajas cantidades de
calcio (menor a 0.5 yM) y por lo tanto a la induccién de LTD, mientras que las
altas frecuencias estdn asociadas a un mayor ingreso de calcio (mayor a 0.5
uM) y por lo tanto a la induccién de LTP (Cormier & Kelly, 1996; Jedlicka,
2002). El modelo BCM fue inicialmente propuesto para explicar los cambios
plasticos en la corteza visual de gatos durante las primeras etapas de su
desarrollo, pero actualmente se considera que un cambio en el umbral 6m
explica los cambios en la posibilidad de inducir plasticidad sinaptica
subsecuente en diversas areas del SN (figura 8; Bienenstock et al., 1982;
Abraham, 2008).

1.6.2. Mecanismos moleculares de la metaplasticida d

En la actualidad, se conocen parte de los mecanismos moleculares
mediante los cuales el umbral para inducir plasticidad sinaptica subsecuente es
modulado. Se sabe que para modificar dicho umbral es necesario modular las
acciones del calcio en el interior de la célula en respuesta de la actividad, para
lo cual la célula cuenta con una serie de mecanismos moleculares que seran
mencionados a continuacion (Nishiyama et al., 2000).

La modulacién de la actividad de proteinas cinasas y fosfatasas puede
modificar el umbral para la induccién de plasticidad sinaptica. Por ejemplo, el
aumento en los niveles de calcio en el citoplasma de la célula neuronal
promueve la autofosforilacion de la CaMKII. Al autofosforilarse, la actividad de
la CaMKkKIl es independiente del calcio, lo cual impide que ésta proteina
responda a la actividad sinaptica subsecuente. (Jedlicka, 2002; Bear, 2003;
Zhang et al., 2005).
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Por otro lado, se ha propuesto un mecanismo mediante el cual los
cambios en el umbral 6m son dependientes de la proporcion de las
subunidades del receptor NMDA (Quinlan et al., 1999; Quinlan et al., 2004;
Philpot et al., 2007). La subunidad NR2A tiene una cinética mas rapida, es
decir, los canales NMDA que contienen la subunidad NR2A abren y cierran un
mayor numero de veces que cuando dichos canales contienen la subunidad
NR2B (Erreger et al., 2005). Este efecto produce que los receptores NMDA que
contengan subunidades NR2A, 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 NR2B tendrén
una mayor resolucion ante estimulos de baja frecuencia, como los que inducen
LTD (Quinlan et al., 2004; Pérez-Otafio & Ehlers, 2005). La actividad produce
un aumento en los receptores NMDA que contienen la subunidad NR2A en el
espacio sinaptico, haciendo que se requieran frecuencias mas altas para
introducir la misma cantidad de calcio, modificando el umbral 8Bm (Pérez-Otafio
& Ehlers, 2005). Esto provoca que con una determinada frecuencia de
estimulacién se induzca una LTP de menor magnitud. De la misma forma, la
LTD es mas facil de inducir, ya que con frecuencias con las que normalmente
se induce LTP, se induce LTD o no se presenta ningun cambio en la eficiencia
sinaptica (Philpot et al., 2001; Pérez-Otafio & Ehlers, 2005; Philpot et al., 2007).

La modificacion en el umbral 6m también es atribuida a la modulacién en
las propiedades de canales i6nicos dependientes de voltaje que se encuentran
relacionados con las corrientes AHP (siglas en inglés para la hiperpolarizacion
gue sucede al potencial de accion). Se ha reportado que la activacién de
receptores glutamatérgicos metabotropicos (mGlu) pueden reducir la corriente
AHP, modificando la posibilidad de inducir LTP (Cohen et al., 1999; Abraham,
2008). Ademas, se ha visto que la estimulacién de alta frecuencia puede hacer
mas rapida la AHP por unos minutos. Es interesante mencionar que dicho
fendbmeno es independiente de la PKC pero depende de la PKA y esta
asociado a una modificacién del umbral 8m hacia la izquierda, lo cual se ve
reflejado como una facilitacién en la induccién de LTP (ver figura 8; Blitzer et
al., 1995; Abraham, 2008).
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1.6.3 Metaplasticidad y Conducta

La plasticidad homeostética es actualmente considerada como un
fendmeno que tiene especial importancia para la modulacién de la actividad en
el SN. Asi como la plasticidad homeostatica es un mecanismo muy importante
para la adaptaciéon y proteccion de las células neuronales, es relevante
subrayar que dichos mecanismos tienen un papel crucial en fenémenos como
el aprendizaje y la memoria (Abraham, 2008; Turrigiano, 2008; Turrigiano,
2011). A este respecto, los cambios metaplasticos se encuentran
representados en diversas areas del SN central como la neocorteza o el
hipocampo, &reas 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 SN, como en la amigdala lateral debido
al condicionamiento al miedo (Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005; Hong et
al., 2011). Ejemplos de areas neocorticales donde se ha inducido cambios
metaplasticos debido al entrenamiento en tareas conductuales son la corteza
motora debido al entrenamiento de tareas motoras (Rioult-Pedotti et al., 2000),
la corteza piriforme debido a tareas de discriminacion olfativa (Quinlan et al.,
2004), la corteza visual en respuesta a la estimulacién visual (Philpot et al.,
2007) la corteza somatosensorial debido a la estimulacion de las vibrisas (Clem
et al., 2008) e incluso se han reportado cambios metaplésticos in vivo en la
corteza motora en respuesta al entrenamiento en habilidades motoras (Monfils
& Teskey, 2004). Estas evidencias sugieren que los cambios metaplésticos
forman parte de las modificaciones sinapticas involucradas en el

almacenamiento de la memoria de tareas conductuales en la neocorteza.

1.7. CAS y LTP en la corteza insular

Como se menciond en lineas anteriores, el entrenamiento previo en
tareas conductuales produce un efecto metaplastico que modifica la induccion
subsecuente de LTP. Ademas, existen evidencias que muestran que la previa
induccion de la LTP también puede modificar el entrenamiento en tareas
conductuales (Moser et al., 1998; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000). En 1998

Moser et al. observaron que la saturacion de LTP en la via perforante
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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 induccién de LTP en la Cl antes del
CAS, provoca una disminucién en el consumo de sacarina durante las pruebas
de extincion comparados con los grupos controles a los cuales no se les indujo
LTP previa al entrenamiento en dicha tarea (Escobar & Bermudez-Rattoni,
2000). Estas evidencias nos muestra que los mecanismos mediante los cuales
actua la LTP tienen coincidencias con los mecanismos de los cuales dependen
dichas tareas conductuales. Sin embargo, actualmente no se conoce el efecto
gue tiene el entrenamiento en el CAS sobre la induccion subsecuente de LTP

en la ClI.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen evidencias que sugieren que el entrenamiento en el CAS puede
tener injerencia sobre la LTP inducida en la Cl. Estudios previos de nuestro
grupo demuestran que la estimulacion tetanica de la amigdala basolateral
induce LTP en la Cl agranular de ratas adultas in vivo (Escobar et al., 1998a;
Escobar et al., 1998b; Escobar et al., 2002). Asimismo, se ha reportado que el
entrenamiento en ciertas tareas conductuales modifica la eficiencia sinaptica
(McKernan & Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan et al., 1997; Whitlock et al.,
2006), asi como la subsecuente induccion de LTP (Rioult-Pedotti et al., 2000;
Monfils & Teskey, 2004; Quinlan et al., 2004; Schroeder & Shinnick-Gallagher,
2004; Philpot et al., 2007). En un estudio previo de nuestro grupo de
investigacion, observamos que la induccion de LTP previa al entrenamiento en
el CAS aumenta la retencion de dicho condicionamiento (Escobar & Bermudez-
Rattoni, 2000). Por ello, en la presente investigacion analizamos la influencia
del entrenamiento en el CAS sobre la induccion subsecuente de LTP en la
proyeccion Bla-Cl de ratas adultas in vivo.

Aunado a lo anterior, se ha reportado que el entrenamiento en tareas
conductuales puede modificar persistentemente la posibilidad de inducir LTP
(Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005), por lo que en ésta investigacion
también analizamos el cuso temporal del efecto del entrenamiento en el CAS
sobre la induccion subsecuente de LTP en la CI.

Por otro lado, se ha reportado que el CAS es inhibido en diferentes
etapas de su formacion: por ejemplo, se obstruye la induccién del CAS al ser
bloqueados los receptores NMDA, mientras que la consolidacién del CAS
puede ser bloqueada al inhibir la PKC, la PKA o la sintesis de nuevas
proteinas(Berman & Dudai, 2001; Escobar et al., 2002; Nunez-Jaramillo et al.,
2007; Moguel-Gonzalez et al., 2008). Por ello, en la presente investigacion
analizamos si el efecto del CAS sobre la LTP en la via Bla-Cl es afectado al
bloquear farmacol6gicamente el CAS por medio del antagonista de los
receptores NMDA (&cido 3-2carboxipiperazin-4-propil-1-fosfénico: CPP), los
inhibidores especificos para la proteinas cinasa C (PKC; queleritrina) y A (PKA,
KT5720) respectivamente o a través de la inhibicion de la sintesis de proteinas

empleando anisomicina.
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3. OBJETIVOS

Considerando tales antecedentes, el presente proyecto se plantea los

siguientes objetivos:

. 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 comunicacion que va del nucleo basolateral amigdalino a la corteza

insular agranular de ratas adultas in vivo.

. Investigar la influencia del entrenamiento del condicionamiento aversivo
a los sabores sobre la excitabilidad neuronal de la via de comunicacion que va
del ndcleo 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 induccién subsecuente de la

potenciacion a largo plazo en la corteza insular.

. Caracterizar parte de los mecanismos moleculares involucrados en el
efecto del condicionamiento aversivo a los sabores sobre la induccién

subsecuente de la potenciacion a largo plazo en la corteza insular.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
4.1. Animales.

Para la presente investigacion se utilizaron 153 ratas macho de la cepa
Wistar con pesos de 350-380gq, las cuales se mantuvieron en cajas individuales
de acrilico y estuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad 12h/12h a una
temperatura promedio de 27°C, con comida y agua ad libitum (excepto en las

fases experimentales que especifiquen lo contrario).

4.2. Entrenamiento en el CAS

Al inicio del entrenamiento en el CAS, los animales fueron privados de
agua por 24 horas. Posteriormente se les entrend para beber agua dos veces
al dia (10:00 y 18:00 horas) durante 10 minutos por cada sesion de
entrenamiento en un periodo de cuatro dias durante los cuales se establecié 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 adquisicion los animales fueron privados de alimento y se sustituyo
el agua por un sabor novedoso, solucién 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/KQ)
para inducir el malestar gastrico. Después de la sesién de adquisicion, a las
ratas se les proporcioné de nueva cuenta agua dos veces al dia con el fin de
restablecer la linea base de consumo de agua. Una vez restablecida la linea
base, el agua fue sustituida nuevamente por la solucion de sacarina 0.1%
durante la prueba de aversién. 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.

4.3. Induccion de la LTP en la ClI

Con el fin de inducir LTP en la ClI, 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
quirdrgicos de anestesia. La temperatura del cuerpo fue mantenida a 35C con

un cojin homeotérmico. Las respuestas en la Cl fueron registradas
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unilateralmente con un electrodo monopolar de acero de 127 micrometros de
didmetro, colocado en las siguientes coordenadas: AP +1.2mm, ML 5.5 mm,
DV -5.5mm (Paxinos et al., 1985). 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
(Paxinos et al., 1985), con un electrodo bipolar trenzado de acero de 127
micrémetros de diametro. La estimulacion (pulsos monofésicos de 50-70 Ay
0.25 ms de duracion) fue suministrada por un estimulador Grass S48 y aplicada
al electrodo de estimulacién a través de una unidad PSIU6. 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 estimulacion con duracién 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.

4.4. Curvas entrada-salida (1/0)

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 (1/0) en la via Bla-Cl utilizando
multiplos de una intensidad basal (1x-10x). La intensidad basal fue determinada

como la estimulacion necesaria para evocar una respuesta de 10 mV.

4.5. Implantacion de canulas e infusion de sustanci  as en la ClI

El procedimiento quirdrgico en los sujetos se llevd a cabo utilizando
técnicas estereotéxicas y consistio en la implantacion bilateral de canulas guia
de acero inoxidable de un centimetro de largo, 0.635 mm de didmetro externo y
0.330 mm de diametro interno. Las coordenadas empleadas fueron AP = +1.2
mm, ML = £5.5 mm y DV =-3 mm (Paxinos et al., 1985). El extremo inferior de

las canulas fue colocado 3 mm por debajo del parénquima (2mm por encima de
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la Cl). Ambas cénulas fueron fijadas al crdneo utilizando acrilico dental de
secado rapido. Un estilete de alambre de acero inoxidable fue introducido al
interior de cada canula con el fin de proteger su luz de obstrucciones durante el
periodo previo a la infusion. El entrenamiento en el CAS comenzé al cabo de
un periodo post operatorio de 7 dias.

Una vez canulados, los grupos fueron infundidos intraparenquimalmente
en la CI. Las infusiones bilaterales fueron realizadas con microinyectores
construidos con agujas dentales de calibre 30, los cuales fueron introducidos 2
mm por debajo de la posicibn de las canulas, alcanzando la Cl. Los
microinyectores fueron conectados mediante mangueras de polietileno a
jeringas Hamilton de 10 ul. Las microinyecciones fueron dosificadas mediante

una bomba de microinfusion (Carnegie Medicin, MA).

4.6. Histoquimica de Nissl

Con el fin de verificar la posicion exacta de los electrodos y de las guias
canula en el cerebro de la rata, se realizd la tincion de Nissl. Tras los
experimentos electrofisiologicos, 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 exposicion 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 um fueron colectadas en
amortiguador de fosfatos tras su obtenciébn por microtomo de congelacion
(LEICA RM 2000R). Las muestras fueron tefiidas con violeta de cresilo y

examinadas en un microscopio de luz.

4.7. Analisis de Datos

El andlisis de los datos generados durante los experimentos
conductuales se efectu6 a través del ANOVA factorial, en tanto el
correspondiente a los experimentos electrofisiologicos empledé el ANOVA de

medidas repetidas. En ambos casos se empled la prueba post-hoc de Fisher.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto fue dividido en las siguientes fases experimentales:

51. Fasel

Con el fin de analizar la influencia del entrenamiento en el CAS sobre la
subsecuente induccion de la LTP en la proyeccién Bla-Cl, los animales fueron
divididos de la siguiente forma:
. Grupo CAS+LTP48 (n=9), el cual fue entrenado en el CAS 48 horas
previas a la induccién de LTP en la CI.
. Grupo pseudoCAS+LTP48 (n=7), el cual fue entrenado en el CAS 48
horas previas a la induccion de la LTP en ausencia del estimulo aversivo; en
sustitucion del cloruro de litio se administré una inyeccion de PBS (vehiculo),
evitando la asociacién sabor-malestar gastrico.
. Grupo H,O+LTP48 (n=7), el cual fue entrenado en el CAS 48 horas
previas a la induccién de la LTP en ausencia del sabor novedoso; en
sustitucion de la sacarina se le presentdé agua, evitando la asociacion sabor-
malestar gastrico.
. Grupo LTP (n=9), el cual fue introducido directamente a la fase

electrofisiolégica sin previo entrenamiento en el CAS.

5.2. Fase 2

Asimismo, con el fin de analizar la influencia del entrenamiento en el
CAS sobre la excitabilidad neuronal de la proyeccién Bla-Cl, se midieron las
curvas I/O de los PPSEs en dicha conexion. Los animales fueron divididos de
la siguiente manera:
. Grupo CAS+IO (n=7), el cual fue entrenado en el CAS 48 horas previas
a la medicion de las curvas 1/O.
. Grupo pseudoCAS+IO (n=7), el cual fue entrenado en el CAS 48 horas
previas a la medicion de las curvas 10 en ausencia del estimulo aversivo; en
sustitucion del cloruro de litio se administré una inyeccion de PBS (vehiculo),

evitando la asociacion sabor-malestar gastrico.
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5.3. Fase 3

Posteriormente, se extendieron los tiempos entre el entrenamiento en el
CAS y la induccion de LTP en la ClI, con el fin de examinar el curso temporal
del efecto producido por el CAS sobre la induccion subsecuente de LTP en la
Cl. Para este proposito, los animales fueron divididos de la siguiente forma:
. Grupos CAS+LTP72 (n=4), CAS+LTP796 (n=4) y CAS+LTP120 (n=5),
los cuales fueron entrenados en el CAS 72, 96 y 120 horas, respectivamente,
previas a la induccién de LTP en la CI.
. Grupos  pseudoCAS+LTP72 (n=6), pseudoCAS+LTP96 (n=5),
pseudoCAS+LTP120 (n=5), los cuales fueron entrenados en el CAS 72, 96 y
120 horas, respectivamente, previas a la induccion de la LTP en la Cl en
ausencia del estimulo aversivo; en sustitucion del cloruro de litio se les
administr6 una inyeccion de PBS (vehiculo), evitando la asociacién sabor-

malestar gastrico.

5.4. Fase 4

Finalmente, nos propusimos caracterizar parte de los mecanismos
responsables de la interaccion del CAS con la LTP de la Cl. Con este fin,
infundimos intracorticalmente diferentes farmacos que inhiben la formacién del
CAS para analizar su influencia en el efecto del CAS sobre la posibilidad de
inducir LTP en la Cl. Los animales fueron divididos de la siguiente forma:
. Grupo CPP (n=9), el cual fue entrenado en el CAS e infundido 30
minutos antes de la presentacion de sacarina con el antagonista competitivo
para los receptores NMDA, CPP (Tocris, Ellisville, MO; 0.05 uM; 0.5 pl x
hemisferio [10 pg/1 pl}; 0.5 pl/min) bilateralmente en la CI (Escobar et al.,
2002). La estimulacién necesaria para inducir LTP en la CI fue aplicada 48
horas después del entrenamiento en el CAS.
. Grupo VEHCPP (n=6), el cual fue entrenado en el CAS e infundido 30
minutos antes de la presentacion de sacarina con buffer de fosfatos como
vehiculo (PBS; 0.5 ul x hemisferio; 0.5 pl/min) bilateralmente en la Cl (Escobar
et al., 2002). La estimulacion necesaria para inducir LTP en la Cl fue aplicada
48 horas después del entrenamiento en el CAS.
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. Grupo CHE (n=7), el cual fue entrenado en el CAS, e infundido 20
minutos después de la inyeccion de LiCl con el inhibidor selectivo de la PKC
gueleritrina (Alomone Labs, Jerusalem, Israel; 2.6 mM; 0.5 ul x hemisferio [1
Mg/l pl]; 0.5 pl/min) bilateralmente en la CI (Nunez-Jaramillo et al., 2007). La
estimulacién necesaria para inducir LTP en la ClI fue aplicada 48 horas después
del entrenamiento en el CAS.

. Grupo VehCH (n=8), el cual fue entrenado en el CAS e infundido 20
minutos antes de la presentacion de sacarina con PBS (0.5 pl x hemisferio; 0.5
pl/min) bilateralmente en la CI (Nunez-Jaramillo et al., 2007). La estimulacion
necesaria para inducir LTP en la CI fue aplicada 48 horas después del
entrenamiento en el CAS.

. Grupo KT (n=8), el cual fue entrenado en el CAS e infundido 20 minutos
después de la inyeccién de LiCl con KT5720 (Alomone Labs, Jerusalem, Israel;
1.86 mM; 0.5 pl x hemisferio [1 pg/1 pl]; 0.5 pl/min) bilateralmente en la Cl (Koh
et al., 2002). La estimulacion necesaria para inducir LTP en la Cl fue aplicada
48 horas después del entrenamiento en el CAS.

. Grupo VehKT (n=9), el cual fue entrenado en el CAS e infundido 20
minutos antes de la presentacion de sacarina con PBS (0.5 pl x hemisferio; 0.5
pl/min) bilateralmente en la ClI (Koh et al., 2002). La estimulacion necesaria
para inducir LTP en la Cl fue aplicada 48 horas después del entrenamiento en
el CAS.

. Grupo ANI (n=9), el cual fue entrenado en el CAS e infundido 20 minutos
antes de la presentacion de sacarina con anisomisina (Tocris, Ellisville, MO;
0.37 M; 1 pl por hemisferio [100 mg/ml]; 1 pl/min) bilateralmente en la ClI
(Moguel-Gonzalez et al., 2008). La estimulacion necesaria para inducir LTP en
la Cl fue aplicada 48 horas después del entrenamiento en el CAS.

. Grupo ACSF (n=8), el cual fue entrenado en el CAS e infundido 20
minutos antes de la presentacion de sacarina con liquido cefaloraquideo
artificial (ACSF; 1 pl x hemisferio; 1 ul/min) bilateralmente en la Cl (Moguel-
Gonzalez et al., 2008). La estimulacion necesaria para inducir LTP en la Cl fue

aplicada 48 horas después del entrenamiento en el CAS.
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6. RESULTADOS

6.1. Resultados histolégicos

Los datos histolégicos mostraron que el electrodo de estimulacion y el de
registro estuvieron correctamente colocados en el Bla y en la CI
respectivamente en todas las ratas que fueron sometidas a la fase
electrofisioldgica (figura 10B). Asimismo, la figura 10A muestra la adecuada
posicion de los microinyectores en la Cl. Los animales con canulas y electrodos
gue no presentaron una posicién adecuada fueron excluidos del analisis

experimental.

(A)

(B)

Figura 10. Ubicacion de las canulas y los electrodos en la yexcion Ble-Cl. A). Representacion esquematica de la ubicacior) de
las canulas en la Cl, mostrando seccion coronal@lse observa la correcta colocacion de las caealés Cl. B). Representacion|
esquematica de la ubicacion de los electrodos eBleelelectrodo de estimulacion, E) y en la Cle¢dlodo de registro, R)
mostrando secciones coronales donde seva la correcta colocacion de los electrodos erl kaeh el Bla. Barra de escala: 1 r
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6.2. Resultados fase 1: el entrenamiento en el CAS modifica la induccién

subsecuente de LTP en la Cl en ratas adultas in vivo

6.2.1 Resultados conductuales

Durante la linea base de consumo de agua no se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos CAS+LTP48, pseudoCAS+LTP48 y H,O+LTP.
Tampoco observamos diferencias significativas durante el consumo de la
solucién de sacarina durante la sesion de adquisicion entre los mencionados
grupos (figura 11). El promedio de consumo de agua durante la linea base fue
de 16.22 + 0.97, 16.43 + 1.27 y 16.29 + 0.76 para los grupos CAS+LTP48,
pseudoCAS+LTP48 y H,O+LTP, respectivamente. ElI ANOVA factorial
comparando el consumo de sacarina en la prueba de aversidbn mostré
diferencias significativas entre los tres grupos mencionados (Fz 20 = 240.23). El
analisis post-hoc empleando la prueba de Fisher mostr6 que el grupo
CAS+LTP48 presentd diferencias significativas con respecto a los grupos
pseudoCAS+LTP48 y H,O+LTP (p<0.001) durante la prueba de aversion.
Unicamente el grupo en el cual se asocié el estimulo gustativo y el aversivo

presentd aversion al sabor (figura 11).
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Figura 11. Consumo de sacarina durante el C# para la fase . Consumo de sacarina en mililitros (media + E.§$.)
durante la sesion de adquisicion (ADQ) y la prugdaversion (PA). ** p<0.01.
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6.2.2. Resultados electrofisiologicos

En este estudio se muestra que, en concordancia con previos reportes
(Escobar et al., 1998a), diez trenes de estimulaciébn con duracién de un
segundo cada uno a una frecuencia de 100 Hz, induce LTP en la via de
comunicacién que va del nucleo basolateral amigdalino hacia la Cl de ratas
adultas in vivo.

La respuesta caracteristica de esta sefial, la cual fue inducida por pulsos
monofasicos de 50-70 pA y 0.25 ms de duracion, inicié de 2 a 3 ms y presento
su cresta a los 7-9 ms aproximadamente. La amplitud promedio de dichos
potenciales de campo fue de 0.29 + 0.31 mV, con una pendiente de 0.075 *
0.22. La LTP presenté un incremento post-tetanico, caracteristico de la LTP
dependiente del receptor NMDA, tanto en la amplitud como en la pendiente de
los PPSEs (figura 12).

Figura 12. PPSEs en la ClLos trazos muestran ejenos de los PPSEs tomados 10 minutos antes () y 60
minutos después (gjisle la induccion de los trenes de frecuencia en la via Bla-Géscala: 10 ms, 0.5 m.

Nuestros resultados muestran que el entrenamiento en el CAS modifica
la posibilidad de inducir plasticidad sinaptica subsecuente en la via Bla-Cl en
ratas adultas in vivo. El grupo CAS+LTP48 no expreso6 la LTP en la CI, a
diferencia de los grupos pseudoCAS+LTP, H,O+LTP y LTP, los cuales
presentaron incrementos en la eficiencia sinaptica después de la induccion de
la estimulacion de alta frecuencia (figura 13). EI ANOVA de medidas repetidas
comparando las pendientes de los PPSEs después de la induccién de la alta
frecuencia mostré diferencias significativas entre los cuatro grupos

mencionados (Fs2s = 16.80). El andlisis post-hoc empleando la prueba de
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Pendiente de los PPSEs

Fisher mostr6 que los grupos pseudo-CAS+LTP48, H,O+LTP y LTP, los cuales

si presentaron potenciacion a largo plazo, no mostraron diferencias
significativas entre ellos. Sin embargo, todos y cada uno de los grupos
mencionados anteriormente present6 diferencias significativas (p<.0001) con
respecto a los grupos CAS+LTP48 (figura 13). Estos resultados nos indican
gue el entrenamiento en el CAS inhibe la subsecuente induccion de LTP en la
Cl y que dicha inhibicién no es observada cuando se presenta sélo el estimulo

condicionado o el incondicionado.
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Figura 13. El entrenamiento en elCAS modifica la posibilidad de inducir LTP en la ClI. Gréficas donde se representa

media (+ E.S.) del porcentaje de la pendiente dePRSEs con respecto a la linea base (100%) pasagrago. La flecha
representa la estimulacion de alta frecuenciargres de 100 Hz/1s/20s intertrén). Los trazos maregfemplos representativo
de los PPSEs tomados 10 minutos antes y 60 minuspsiéie de la estimulacion de alta frecuencia. Losends al interior de
cada gréfica representan la media (+ E.S.) dendipete de los PPSEs después de la estimulaciéftadrecuencia para cad
grupo. Escala: 0.4 mV, 9 ms.
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6.3. Resultados fase 2: el entrenamiento en el CAS incrementa la

excitabilidad de las neuronas de la proyeccion Bla-  Cl

6.3.1. Resultados conductuales

Durante la linea base de consumo de agua no se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos CAS+IO y pseudoCAS+IO. Tampoco
observamos diferencias significativas durante el consumo de sacarina durante
la sesion de adquisicion entre los mencionados grupos (figura 14). El promedio
de consumo de agua durante la linea base fue de 16.87 + 1.51y 18.94 + 1.65
para los grupos CAS+IO y pseudoCAS+IO, respectivamente. EI ANOVA
factorial comparando el consumo de sacarina en la prueba de aversion mostré
diferencias significativas entre los dos grupos mencionados (Fi i1, = 533.23).
Unicamente el grupo al cual se le asocié el estimulo gustativo y el aversivo

presento6 aversion al sabor (figura 14).
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durante la sesion de adquisicion (ADQ) y la prugdaversion (PA). ** p<0.01.

Figura 14. Consumo de sacarina durante el CA para la fase .. Consumo de sacarina en mililitros (media + E.$.
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6.3.2. Resultados electrofisioldégicos

Asimismo, encontramos que el entrenamiento en el CAS incrementa la
excitabilidad de la conexién neuronal Bla-Cl. El andlisis de regresion no lineal
de las curvas I/O revel6 diferencias significativas cuando se comparé al grupo
CAS+10 con el grupo pseudoCAS+IO (p<0.001). Esta evidencia sugiere que el
CAS produce un incremento en la eficiencia sinaptica de la via Bla-Cl, lo cual

modifica la excitabilidad de la via (figura 15).

6.4. Resultados fase 3: persistencia del efecto del CAS sobre la induccién
de LTP enlaCl
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Figura 15. EI CAS modifica la excitabilidad de la proyeccion Bl-Cl. La gréfica representa la media (+ E.S.) de lasasu
I/0 para los grupos CAS+IO y pseudoCAS+IO. Panastair la curva fueron utilizados mdltiplos (1-1d9 la intensidad
basal, la cual fue determinada como la estimulacé®saria para evocar una respuesta de 0.10 mV.

6.4.1. Resultados conductuales

Durante la linea base de consumo de agua no se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos CAS+LTP72, CAS+LTP96, CAS+LTP120,
pseudoCAS+LTP72, pseudoCAS+LTP96 y pseudoCAS+LTP120. Tampoco
observamos diferencias significativas durante el consumo de sacarina durante

la sesion de adquisicion entre los mencionados grupos (figura 16). El promedio
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de consumo de agua durante la linea base fue de 15.95 + 1.11y 15.86 + 0.85
para los grupos CAS+LTP y pseudoCAS+LTP, respectivamente. EI ANOVA
factorial comparando el consumo de sacarina en la prueba de aversion mostrd
diferencias significativas entre los seis grupos mencionados (Fs3s = 118.56). El
analisis post-hoc empleando la prueba de Fisher revelé que los grupos
CAS+LTP72, CAS+LTP96 y CAS+LTP120 presentan diferencias significativas
con respecto a los grupos pseudoCAS+LTP72, pseudoCAS+LTP96 vy
pseudoCAS+LTP120 (p<.001) durante la prueba de aversion. Unicamente los
grupos a los cuales se le asocio el estimulo gustativo y el aversivo presentaron
aversion al sabor (figura 16).
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durante la sesion de adquisicion (ADQ) y la prugbaversion (PA). Los grupos CAS+LTP por un ladosygrupos
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Figura 16. Consumo de sacarina durante el CA para la fase . Consumo de sacarina en mililitros (media + E.$.
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6.4.2. Resultados electrofisioldégicos

Nuestros resultados muestran que los grupos CAS+LTP72, 96 y 120 no
expresaron la LTP en la Cl, a diferencia de los grupos pseudoCAS+LTP72, 96
y 120, los cuales presentaron incrementos en la eficiencia sinaptica después
de la induccion de la estimulacion de alta frecuencia (figura 17). EI ANOVA de
medidas repetidas comparando las pendientes de los PPSEs después de la
induccién de la alta frecuencia mostré diferencias significativas entre los seis
grupos mencionados (Fsz3s = 18.56). El analisis post-hoc empleando la prueba
de Fisher mostr6 que los grupos CAS+LTP72, 96 y 120, presentaron
diferencias significativas con respecto a los grupos pseudoCAS+LTP72, 96 y
120 (p<.001). Es importante mencionar que no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos CAS+LTP48, 72, 96 y 120, lo cual sefiala que el
efecto del CAS sobre la posibilidad de inducir LTP subsecuente persiste sin

modificacion al menos durante 5 dias después del entrenamiento (figura 17).
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Figura 17. El entrenamiento en elCAS modifica la posibilidad de inducir LTP en la CI al menos 5 dias posteriores i
entrenamiento. Graficas donde se representa la media (+ E.S.patekentaje de la pendiente de los PPSEs con tesada
linea base (100%) para cada grupo. La flecha rept@$a estimulacién de alta frecuencia (10 trelee$00 Hz/1s/20s intertrén).
Los trazos muestran ejemplos de los PPSEs tomadoiliibs antes y 60 minutos después de la estimul@edlta frecuencia
Los nameros en el interior de cada grafica reprasdatmedia (+ E.S.) de la pendiente de los PPS§fsude de la estimulacio
de alta frecuencia para cada grupo. Escala: 0.49nmh5.
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6.5. Resultados fase 4: mecanismos moleculares resp  onsables de la
interaccion CAS-LTP en la Cl

6.5.1 Resultados conductuales

Durante la linea base de consumo de agua no se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos CPP, VehCPP, CHE, VehCHE, KT, VehKT, ANl y
ACSF. Tampoco observamos diferencias significativas durante el consumo de
sacarina durante la sesion de adquisicion entre los mencionados grupos (figura
18A). El promedio de consumo de agua durante la linea base fue de 16.55 +
0.61, 17.86 + 1.85, 15.67 + 1.57, 18.24 + 0.88, 16.41 + 0.69, 16.24 £+ 0.47,
17.25+0.52y 16.11 + 1.22 para los grupos CPP, VehCPP, CHE, VehCHE, KT,
VehKT, ANI y ACSF, respectivamente. EI ANOVA factorial comparando el
consumo de sacarina en la prueba de aversién mostrd diferencias significativas
entre los seis grupos mencionados (F7 ;= 521.89; figura 18B). El analisis post-
hoc empleando la prueba de Fisher revelé que los grupos CPP, CHE, KT y ANI
presentaron diferencias significativas con respecto a los grupos VehCPP,
VehCHE, VehKT y ACSF (p<.001) durante la prueba de aversion. Unicamente
aguellos grupos a los cuales se les infundio la solucién vehiculo en sustitucion

del farmaco blogueador del CAS presentaron aversion al sabor (figura 18).
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Figura 18. Inhibicion del CAS. La grafica muestra el consumo de sacarina (poreedtaja linea base; media + E.S.)
durante la sesién de adquisicion (A) y la pruebadersion. (B) de los grupos que fueron infundidos farmacos
inhibidores del CAS y aquellos a los cuales soldeseinfundié el vehiculo. Sé6lo aquellos grupo®s duales se leg
infundio el vehiculo en sustitucién del farmaco bitior presentaron aversion al sabor.

6.5.2 Resultados electrofisiologicos

Nuestros resultados muestran que los grupos VehCPP, VehCHE,
VehKT, ACSF y KT no expresaron LTP en la via Bla-Cl, a diferencia de los
grupos CPP, CHE y ANI, los cuales presentaron incrementos en la eficiencia
sindptica tras la estimulacion de alta frecuencia (figura 19). EI ANOVA de
medidas repetidas comparando las pendientes de los PPSEs después de la
induccion de la alta frecuencia mostrd diferencias significativas entre los seis
grupos mencionados (Fs59=17.58). El analisis post-hoc empleando la prueba
de Fisher mostré que los grupos CPP, CHE y ANI, presentaron diferencias
significativas con respecto a los grupos VehCPP, VehCHE, ACSF (p<.001),
mostrando que el efecto del CAS sobre la induccién de la LTP en la Cl es
inhibido cuando el CAS es blogueado farmacol6gicamente con el antagonista
para el receptor NMDA, con el inhibidor de la PKC y con el inhibidor de la

sintesis de proteinas (figura 19).
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cada grupo. Escala: 0.4 mV, 9 ms.

Sin embargo, la inhibicién de la PKA inhibe el CAS, pero no modifica el
efecto del CAS sobre la LTP en la Cl. El analisis post-hoc empleando la prueba
de Fisher no mostré diferencias significativas cuando se comparé al grupo KT
con el grupo VehKT (figura 19). Estos resultados muestran que la modificacion
en la habilidad de inducir LTP en la CI debido al entrenamiento en al CAS
comparte ciertos mecanismos con el mismo condicionamiento, pero difiere en

la participacion de determinadas proteinas.
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7. DISCUSION

El aprendizaje y la memoria son dos procesos que implican la
adaptacion de los circuitos neuronales al medio ambiente y desde la
perspectiva de las neurociencias el estudio de dichos fenbmenos se ha
enfocado al analisis de los mecanismos que subyacen al almacenamiento de
informacion en el SN. En este sentido se han utlizado métodos
electrofisiol6gicos que han mostrado cambios en la actividad eléctrica neuronal
durante los procesos relacionados con el almacenamiento de informacion
(Tagamets & Horwitz, 2000; Abraham, 2008; Citri & Malenka, 2008). Asimismo,
se ha descrito que dichos cambios plasticos iniciados por el aprendizaje de
tareas conductuales se encuentran distribuidos dependiendo de la modalidad
sensorial y el tipo de informacion que se esté almacenando (Lynch, 2004; Besle
et al., 2009). Como se mencioné en lineas anteriores, existen coincidencias de
mecanismos celulares entre los cambios provocados por la memoria y
fendmenos plasticos como la LTP o la LTD (Malenka & Bear, 2004; Citri &
Malenka, 2008). Se ha observado incluso que ciertas tareas conductuales
modifican la eficiencia sinaptica (McKernan & Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan
et al., 1997; Rioult-Pedotti et al., 2000; Monfils & Teskey, 2004; Whitlock et al.,
2006) ademas de producir cambios en la posibilidad de inducir subsecuente
plasticidad sinaptica (Rioult-Pedotti et al., 2000; Quinlan et al., 2004; Schroeder
& Shinnick-Gallagher, 2005; Hirata et al., 2009; Rudy & Matus-Amat, 2009). En
el presente estudio mostramos que el CAS modula la induccién de la LTP en la
Cl, un area neocortical que es considerada como el relevo final de la via
gustativa y que se ha visto involucrada en el almacenamiento de memorias

aversivas.

7.1. EI CAS madifica la habilidad de inducir LTP en la CI

Como se mencioné en lineas anteriores, el CAS es un entrenamiento
conductual en el cual se asocia un estimulo gustativo con una irritacion
gastrica. Dicha asociacion promueve modificaciones plasticas en la Cl, como
cambios en la actividad del gen de expresion temprana c-fos (Bernstein & Koh,
2007) o cambios en la distribucion de los mapas sensoriales de la corteza

gustativa en ratas (Accolla & Carleton, 2008), mostrando que el entrenamiento
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en el CAS modula las propiedades de las neuronas en la Cl. En concordancia
con lo anterior, nuestros resultados muestran que el entrenamiento en el CAS
previene la induccion subsecuente de LTP en la Cl. En estudios previos de
nuestro laboratorio, se mostré que la induccion de LTP en la CI previa al
entrenamiento en el CAS aumenta la retenciébn de este condicionamiento
(Escobar et al., 2002) y ambos resultados sugieren una coincidencia entre los
mecanismos que subyacen al CAS y ala LTP de la CI.

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

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

metaplastico no es observado cuando se presentan los estimulos condicionado
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e incondicionado por separado, lo cual subraya que se encuentra asociado al

trazo de memoria del CAS.

7.2. ElI CAS produce un incremento en la excitabilid  ad neuronal en la via
Bla-Cl

El entrenamiento en tareas conductuales puede promover un incremento
en la eficiencia sinaptica reflejado en una facilitacién en la excitabilidad de las
neuronas (McKernan & Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan et al., 1997; Rioult-
Pedotti et al.,, 1998; Cooke & Bear, 2010). Dicha facilitacion puede ser
observada a través de un aumento en las curvas I/O (Rioult-Pedotti et al., 2000;
Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005; Hong et al., 2011), lo cual pone de
manifiesto que la via neuronal responde de una manera méas efectiva a una
estimulacion determinada. Asimismo, se ha observado que una modificacion en
la eficiencia singptica iniciada por el entrenamiento en tareas conductuales
modifica la habilidad de inducir subsecuente plasticidad sinaptica (Rioult-
Pedotti et al., 2000; Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005; Cooke & Bear,
2010). Nuestra investigacion revela que el CAS promueve un incremento en las
curvas 1/0O, lo cual sugiere que dicho condicionamiento induce per se un
incremento en la eficiencia sinaptica de la proyeccion Bla-Cl que se relaciona

con el cambio en la posibilidad de inducir subsecuentemente LTP en la CI.

7.3. Persistencia del efecto producido por el CASs obrelaLTP enlaCl

Se ha propuesto que la permanencia de la memoria se traduce en
cambios persistentes de las propiedades de las neuronas involucradas en el
procesamiento de un tipo particular de memoria (Malenka & Bear, 2004). En la
presente investigacibn mostramos 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 el estudio de Schroeder y
Shinnick-Gallagher en 2005, en el que el condicionamiento al miedo bloqueo la
induccidon subsecuente de LTP en la amigdala lateral hasta por diez dias
(Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005). Ambos resultados muestran cambios
metaplasticos de larga duracion producidos por el entrenamiento en una tarea
conductual. Los cambios plasticos originados por la conducta no dependen

Unicamente de las propiedades biofisicas de las neuronas de manera
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individual. Actualmente se considera que el mantenimiento de los cambios
plasticos in vivo requiere de la coordinacion de las diferentes células que
conforman la red neuronal que estd sujeta a modificaciones plésticas
(Turrigiano, 2008; Turrigiano, 2011), produciendo asi una mayor persistencia
de tales modificaciones. Por otro lado, no esta del todo esclarecido si los
cambios metaplasticos inducidos por la conducta son reversibles.
Recientemente se reportdé que el condicionamiento al miedo induce un
incremento en la eficiencia sinaptica de la via talamo-amigdala lateral (Hong et
al., 2011). Dicho incremento se encuentra relacionado con un blogueo de la
induccion subsecuente de LTP en la misma via. De manera interesante, la
extincion del condicionamiento al miedo revierte el incremento en la eficiencia
sinéptica asi como el efecto de dicho condicionamiento sobre la induccion de
LTP. Lo anterior sugiere que las modificaciones conductuales relacionadas con
las tareas de aprendizaje se acompafian tanto de cambios en la eficiencia

sindptica como de cambios metaplasticos reversibles (Hong et al., 2011).

7.4. Mecanismos moleculares

Como se ha mencionado, diferentes tareas conductuales modifican la
posibilidad de inducir LTP (Rioult-Pedotti et al., 2000; Quinlan et al., 2004; Clem
et al., 2008). Sin embargo, no esta del todo esclarecido si la formacion de la
memoria comparte los mismos mecanismos moleculares que los cambios
metaplasticos. Como se menciond en lineas anteriores, se ha demostrado que
el entrenamiento en el CAS modifica la posibilidad de inducir LTP enla Cl y la
induccion de LTP en dicha proyeccion modifica la retencion del CAS, lo cual
sugiere que los dos fendmenos utilizan comparten mecanismos moleculares en
comun para ejercer sus acciones (Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000). El
efecto metaplastico descrito en la presente investigacion sugiere que el CAS
modifica el umbral 8m en la via Bla-Cl de manera que en el presente estudio
exploramos también parte de los mecanismos moleculares implicados en la
interaccion del CAS con la LTP de la Cl. Observamos que el bloqueo
farmacologica del CAS inhibe, el efecto de dicho condicionamiento sobre la
induccion de LTP en la via Bla-Cl.
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7.4.1. Receptores NMDA

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

Asimismo, se ha encontrado que el receptor NMDA también juega un
papel crucial en las diferentes expresiones de plasticidad homeostatica como el
escalamiento sinaptico o la metaplasticidad. Incluso se ha reportado que la
conducta promueve cambios metaplasticos que dependen de los receptores
NMDA (Quinlan et al., 2004; Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2004; Rebola et
al., 2011). Nuestros resultados muestran que la inhibicion farmacoldgica de los
receptores NMDA bloquea la inducciéon del CAS revirtiendo ademas la
modulacion metaplastica sobre la proyeccion Bla-Cl inducida por dicho
condicionamiento. Nuestros resultados sugieren que éste receptor es

indispensable para la induccion del fenbmeno metaplastico en la CI.

7.4.2. Proteina cinasa C (PKC)

De manera similar, nuestros resultados revelan que la inhibicion de la
PKC bloquea la consolidacién del CAS y también evita los afactos del CAS
sobre la subsecuente induccion de LTP en la CI. La PKC es una familia de
proteinas cinasas activada por fosfolipidos, diacilglicerol, 4cido araquidénico y
calcio, por lo cual su activacion depende de la actividad neuronal (Sacchetti &
Bielavska, 1998). Ademas, ésta cinasa es considerada como esencial para
diversas actividades celulares como el crecimiento celular, diversas
expresiones de plasticidad singptica como la LTP y la adquisicion de diferentes
conductas incluido el CAS (Bortolotto & Collingridge, 2000; Van der Zee et al.,
2004; Nunez-Jaramillo et al., 2007). La presente investigacion muestra que la

inhibicion de ésta cinasa bloquea el efecto metaplastico inducido por el
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entrenamiento en el CAS sobre la LTP de la ClI, revelando la relevancia de la
activacion de la PKC para la formacién del CAS y para el efecto del de éste
sobre la LTP.

7.4.3. Proteina cinasa A (PKA)

La PKA es una proteina cinasa activada por AMPc (8-bromo-3-5
monofosfato de adenosina ciclico) la cual es considerada como mediadora de
diferentes procesos celulares como el crecimiento y diferenciacion celular o la
modulacion de determinados canales ionicos (Skalhegg & Tasken, 1997,
Tasken et al., 1997). La actividad de la PKA se encuentra relacionada con el
establecimiento de la memoria a largo plazo de tareas aversivas como el CAS
(Koh & Bernstein, 2003; Koh et al., 2003). Por ejemplo se ha reportado que la
inhibicién de la PKA en la amigdala inhibe la memoria de largo plazo del CAS,
pero no afecta la memoria de corto plazo (Koh et al., 2002). En la Cl se ha
reportado que la inhibicion de la PKA tiene injerencia en la memoria de
reconocimiento a objetos (Roozendaal et al., 2010). Asimismo, la infusion de un
anélogo del segundo mensajero AMPc, el cual estimula a la PKA, incrementa el
condicionamiento aversivo a los sabores cuando es infundido en la CI (Miranda
et al., 2002). En esta investigacibn demostramos que el CAS es inhibido
mediante el bloqueo farmacoldgico de la PKA en la Cl. Sin embargo, no
observamos modificaciones en el efecto del CAS sobre la induccion
subsecuente de LTP al inhibir ésta cinasa. A este respecto, se ha propuesto
gue la activacion de PKA también participa en los fendmenos metaplasticos,
pero a diferencia de los efectos metaplasticos derivados de la activacion del
receptor NMDA, la activacion de PKA favorece la posibilidad de inducir LTP
(Abraham, 2008). En este mismo orden de ideas, se ha reportado que la
fosforilacién de CREB en el residuo ser'*® por la PKA, facilita la induccién de
LTP en el hipocampo (Barco et al., 2002; Chen et al., 2010). Ademas, se ha
observado que la activacion de los receptores glutamatérgicos metabotropicos
(mGlu) activan a la PKA, que a su vez fosforila a la subunidad gluR1 del
receptor AMPA en el residuo ser®® (Gao et al., 2006; Oh et al., 2006). La
fosforilacion de la subunidad gluR1 promueve la exocitosis del receptor AMPA
en la densidad posinaptica, faciltando de este modo la induccion de LTP

(Abraham, 2008). Estas evidencias muestran que la metaplasticidad
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dependiente de los receptores mGlu se observa como un incremento en la
posibilidad de inducir LTP, es decir que con la misma frecuencia de
estimulacion es posible inducir una LTP de mayor magnitud (Barco et al., 2002;
Abraham, 2008). Los cambios metaplasticos dependientes de la activacion de
los receptores mGlu y de la PKA difieren de los cambios metaplasticos
inducidos por los receptores NMDA los cuales originan decrementos en la
posibilidad de inducir LTP (Barco et al., 2002; Abraham, 2008). Por tanto, la
metaplasticidad inducida por los receptores mGlu donde interviene la PKA
difiere del efecto metaplastico presentado en este estudio, donde el
entrenamiento en el CAS redujo la posibilidad de inducir LTP en la Cl. Estos
resultados muestran que si bien el CAS es dependiente de la activacion de la
PKA, esta proteina no es necesaria durante la modificacion metaplastica
originada por el CAS sobre la induccién de LTP en la Cl. Asimismo, estos
resultados revelan que el CAS y el efecto metapléstico producido por esta
conducta comparten algunos mecanismos celulares pero difieren en el

requerimiento de ciertas proteinas.

7.4.4. Sintesis de proteinas

Actualmente se considera que es necesario un cambio en la produccion
de determinadas proteinas relacionadas con la plasticidad para la persistencia
de la memoria en diversas areas del SN (Klann & Sweatt, 2008). La traduccion
de nuevas proteinas es indispensable para la consolidacion pero no para la
adquisicién de la memoria (Quevedo et al., 1999; Bekinschtein et al., 2007). Por
ejemplo, se ha reportado que la inhibicion de la sintesis de proteinas inhibe la
consolidacion pero no la adquisicién del CAS (Rosenblum et al., 1993; Serova
et al., 1996; Berman & Dudai, 2001; Moguel-Gonzalez et al., 2008) e incluso la
inhibiciébn de proteinas que regulan la traduccion como mTOR (blanco de la
rapamicina en los mamiferos) son capaces de bloquear la consolidacién del
CAS (Belelovsky et al., 2009). En este estudio mostramos que la infusién de
anisomicina, en una concentracion que es capaz de inhibir por 90 minutos el
90% de la sintesis de proteinas (Rosenblum et al., 1993; Berman & Dudai,
2001; Moguel-Gonzalez et al., 2008) bloquea el CAS e inhibe el efecto de dicho
condicionamiento sobre la induccién subsecuente de LTP en la Cl. Aun cuando

Nno se conoce con certeza la injerencia que tiene la sintesis de proteinas en los
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fendbmenos metaplasticos, se ha sugerido que la sintesis de nuevas proteinas
es requerida durante estos procesos (Abraham, 2008). Nuestros resultados
muestran que los cambios en la produccién de proteinas iniciados por el
entrenamiento en el CAS son esenciales para la formacién de cambios en las
propiedades plasticas de la CI.
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8. CONCLUSIONES

Hoy en dia se considera que diversas expresiones de plasticidad
sinptica actian de manera conjunta orquestando la induccién y el
mantenimiento de cambios sinapticos asociados con la experiencia (Smith et
al., 2009). En este sentido, se considera que cambios homeostaticos como la
metaplasticidad juegan un papel crucial en la formacién y la persistencia de la
memoria (Pérez-Otafio & Ehlers, 2005; Abraham, 2008).

Los resultados derivados del presente estudio muestran que:

» El entrenamiento en el CAS bloquea la induccion de LTP en la via de
comunicacion Bla-Cl.

* El entrenamiento en el CAS incrementa la excitabilidad de las neuronas
de la proyeccién Bla-Cl, que se refleja en un incremento las curvas 1/O.
Este resultado sugiere que el entrenamiento en el CAS induce un
incremento en la eficiencia sinaptica de la proyeccion Bla-Cl, que a su
vez modifica la posibilidad de inducir plasticidad sinaptica subsecuente.

» El efecto del CAS sobre la induccion subsecuente de LTP en la Cl es
persistente por lo menos hasta 5 dias después del entrenamiento.

» El blogueo de los receptores NMDA asi como la inhibicién farmacolégica
de la PKC y de la sintesis de proteinas en la CI evitan el efecto del
entrenamiento en el CAS sobre la induccion subsecuente de LTP en
dicha area neocortical. Sin embargo, la inhibicion farmacolégica de la
PKA evita la formacién del CAS, pero no el efecto del CAS sobre la LTP
en la Cl.

En resumen, nuestros resultados muestran que el entrenamiento en el
CAS modifica persistentemente las propiedades sinapticas de la proyeccion
Bla-Cl, sugiriendo que los cambios en la habilidad de inducir plasticidad
sinaptica subsecuente contribuyen a la formacién y mantenimiento de

memorias aversivas.
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10. ANEXO 1
El anexo 1 corresponde al articulo que conjunta los principales hallazgos del
proyecto de investigacion que se presentan en esta tesis. Especificamente
muestra que el CAS modifica de manera persistente la induccion de LTP en la
la via Bla-Cl y que éste efecto es dependiente de la sintesis de proteinas. El
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The ability of neurons to modify their synaptic strength in an activity-dependent manner has a crucial
role in learning and memory processes. It has been proposed that homeostatic forms of plasticity might
provide the global regulation necessary to maintain synaptic strength and plasticity within a functional
dynamic range. Similarly, it is considered that the capacity of synapses to express plastic changes is itself
subject to variation dependent on previous experience. In particular, training in several behavioral tasks
modifies the possibility to induce long-term potentiation (LTP). Our previous studies in the insular cortex
(IC) have shown that induction of LTP in the basolateral amygdaloid nucleus (Bla)-IC projection previous
to conditioned taste aversion (CTA) training enhances the retention of this task. The aim of the present
study was to analyze whether CTA training modifies the ability to induce subsequent LTP in the Bla-IC
projection in vivo. Thus, CTA trained rats received high frequency stimulation in the Bla-IC projection
in order to induce LTP 48, 72, 96 and 120 h after the aversion test. Our results show that CTA training
prevents the subsequent induction of LTP in the Bla-IC projection, for at least 120 h after CTA training.
We also showed that pharmacological inhibition of CTA consolidation with anisomycin (1 pl/side;
100 pg/ul) prevents the CTA effect on IC-LTP. These findings reveal that CTA training produces a persis-
tent change in the ability to induce subsequent LTP in the Bla-IC projection in a protein-synthesis depen-
dent manner, suggesting that changes in the ability to induce subsequent synaptic plasticity contribute to
the formation and persistence of aversive memories.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Homeostatic synaptic changes stabilize neural networks and
maintain synaptic plasticity in a functional dynamic range
(Perez-Otafio & Ehlers, 2005; Turrigiano, 2007). Metaplasticity is
a homeostatic synaptic mechanism that can alter the ability of
synapses to undergo subsequent plastic modifications (Abraham,
2008; Xu et al., 2009). It has been observed that acquisition of aver-
sive experiences is accompanied by long-lasting modifications in
the ability to undergo further synaptic plasticity (Hirata et al.,
2009; Rudy & Matus-Amat, 2009; Schroeder & Shinnick-Gallagher,
2005). Moreover, changes in the possibility to induce subsequent
synaptic plasticity can persist for at least 10 days after training
(Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005) suggesting that persistent
changes in synaptic properties underlie long-term memory.

Long-term potentiation (LTP) is a long-lasting and activity-
dependent increase in synaptic efficacy (Abraham, 2008), that is
widely expressed in several neocortical areas. Studies of neocortical
LTP have used a wide variety of stimulus protocols, pathways and
conditions, sometimes including a reduction of GABA receptor-

* Corresponding author. Fax: +52 55 56222310.
E-mail address: mescobar@servidor.unam.mx (M.L. Escobar).

1074-7427/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.nIm.2011.03.003

mediated inhibition (Kanter & Haberly, 1993; Luhmann & Prince,
1990). However, the induction of LTP within several sites of neocor-
tex in the absence of GABA blockade has been demonstrated, requir-
ing a more strong stimulation (increasing the number of
conditioning trains) in order to reduce the inhibitory activity of
the neocortex (Castro-Alamancos & Connors, 1996; Escobar, Alco-
cer, & Chao, 1998; Escobar, Chao, & Bermudez-Rattoni, 1998; Jones,
French, Bliss, & Rosenblum, 1999; Kirkwood & Bear, 1994; Racine,
Wilson, Teskey, & Milgram, 1994; Werk & Chapman, 2003).

The insular cortex (IC) is a region of the temporal cortex in the rat
that has been implicated in the acquisition and storage of different
aversive-motivated learning tasks, like conditioned taste aversion
(CTA). CTA is a very robust and widely used model for the study of
learning and memory processes in which an animal acquires aver-
sion to a novel taste when it is followed by digestive malaise
(Bernstein & Koh, 2007; Bertrand et al., 2009). It has been demon-
strated that tetanic stimulation of the basolateral amygdaloid
nucleus (Bla) induced LTP in the IC (Escobar, Alcocer, et al., 1998;
Escobar, Chao, et al., 1998; Jones et al., 1999). IC-LTP and CTA have
similar molecular mechanisms, such as N-Methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor-dependence (Escobar, Alcocer, & Bermudez-
Rattoni, 2002; Escobar, Alcocer, et al., 1998, Escobar, Chao, et al.,
1998), activation of ERK1/2 and immediately early genes expression


http://dx.doi.org/10.1016/j.nlm.2011.03.003
mailto:mescobar@servidor.unam.mx
http://dx.doi.org/10.1016/j.nlm.2011.03.003
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10747427
http://www.elsevier.com/locate/ynlme

520 L.F. Rodriguez-Durdn et al. / Neurobiology of Learning and Memory 95 (2011) 519-526

(Jones et al., 1999). In addition, the induction of IC-LTP previous to
CTA training enhanced the retention of this task (Escobar & Bermu-
dez-Rattoni, 2000), suggesting that the capacity to express synaptic
plasticity in the Bla-IC projection was modulated by the previous IC-
LTP induction.

It has been proposed that CTA training produces long-lasting
changes in the IC synaptic properties, although, its capacity to
modulate the subsequent expression of synaptic plasticity remains
unclear. Thus, the aim of the present study was to analyze whether
CTA training modifies the possibility to induce subsequent LTP in
the Bla-IC projection in vivo.

2. Methods
2.1. Animals

A total of 105 male Wistar rats weighting 350-380 g were used
for our experiments. They were housed individually under a 12/12-
h light-dark cycle, with food and water ad libitum (except where
indicated) and an average room temperature of 22 °C.

2.2. Conditioned taste aversion

A previously described experimental procedure for CTA was
used (Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000; Escobar et al., 2002).
Briefly, rats were deprived of water for 24 h and then habituated
to drink water from a single graduated cylinder twice a day, during
10 min trials for 3 days. On the acquisition day, water was substi-
tuted for saccharin solution 0.1% (Sigma, St. Louis, MO), and 10 min
later, the animals received 7.5 ml/kg i.p. of a 0.15 M solution of
LiCl, which induces digestive malaise. After three more days of
baseline consumption, water was substituted newly by a 0.1% sac-
charin solution to test the aversion. The reduction of saccharin con-
sumption with respect to baseline intake was used as a measure of
strength of aversion.

2.3. In vivo electrophysiological recordings

Electrophysiological recordings were performed in anesthetized
rats as previously described (Escobar, Alcocer, et al., 1998; Escobar
et al., 2002; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000). Briefly, rats were
anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg i.p.). IC responses were
recorded unilaterally by using a monopolar stainless steel elec-
trode 0.005 in. diameter. Constant current stimulation (50-70 pA
monophasic pulses, 0.25 ms duration) was provided via direct
and unilateral stimulation of the Bla by using a stainless steel
bipolar electrode. Bla and IC electrodes were aimed at the
following stereotaxic coordinates: AP+ 1.2 mm, ML 5.5 mm, DV
—5.5mm +0.2 and AP —2.8 mm, ML —5.0 mm, DV —8.5 mm + 0.2,
respectively (Paxinos & Watson, 2007). The current intensity used
was sufficient to evoke 50% of the maximal Bla-IC response. IC
evoked responses were measured by obtaining the field excitatory
postsynaptic potential (EPSP) slope measured 1-3 ms after the
EPSP onset. Low-frequency responses were evoked once every
20 s throughout a 20 min baseline period. 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
an additional hour. 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.

Rats were divided in the following groups: CTA + LTP groups, in
which LTP was induced 48 (n=9), 72 (n=7), 96 (n=7) and 120
(n=7)h after CTA-aversion test; pseudo-CTA +LTP groups, in
which LTP was induced 48 (n=7), 72 (n=7), 96 (n=6) and 120
(n=8)h after pseudo-training in CTA task (LiCl was substituted

for PBS during the acquisition session). In order to rule out the pos-
sibility that LiCl injection produced IC-LTP impairment itself,
H,0 + LTP group (n = 7) received LiCl without the novel taste stim-
ulus (saccharin solution) during the CTA acquisition session and
48 h after the aversion test IC-LTP was induced. An additional
group (LTP, n =9) received high frequency stimulation in the Bla-
IC projection in order to induce LTP without previous CTA training.

Input-output (I/O) curves of the baseline synaptic responses in
the Bla-IC pathway were assessed to determine the synaptic
strength for a range of stimulation intensities in CTA trained
(n=7) and pseudotrained (n=7) rats. I/O curves were assessed
48 h after the aversion test using multiples of threshold intensity
(1-10x). Threshold intensity was defined as the stimulation inten-
sity required to produce a 0.10 mV response amplitude.

2.4. Intracortical administration of anisomycin

It has been demonstrated that protein-synthesis inhibition in the
IC prevents CTA consolidation (Berman & Dudai, 2001; Moguel-
Gonzélez, Gomez-Palacio-Schjetnan, & Escobar, 2008; Rosenblum,
Meiri, & Dudai, 1993). Thus, in a second part of our experiments
we investigated whether disruption of CTA consolidation due to pro-
tein-synthesis inhibition, affects the CTA-dependent modification of
IC-LTP induction. Consequently, two additional groups received
bilateral and intracortical administration of the protein-synthesis
inhibitor anisomycin at a concentration that has been shown to
act for 90 min with a 90% of protein-synthesis inhibition (ANI group,
n=9; Tocris, Ellisville, MO; 1 pl/side; 100 pg/ul; 1 pl/min;
Moguel-Gonzalez et al., 2008; Rosenblum et al., 1993) or artificial
cerebrospinal fluid (ACSF, n = 8, 1 pl/side; 1 pl/min) as anisomycin
vehicle in the IC. Intracortical infusions were given 20 min before
the CTA acquisition session (Moguel-Gonzalez et al., 2008; Rosenb-
lum et al., 1993). Electrophysiological procedure for IC-LTP was con-
ducted in both groups 48 h after CTA training.

For this purpose, animals from ANI and ACSF groups were im-
planted bilaterally with 23-gauge stainless steel cannulae under
anesthesia (Pentobarbital, 50 ml/kg i.p.) using a previously de-
scribed procedure (Moguel-Gonzalez et al., 2008). The tips of the
guide cannulae were aimed to 2 mm above the IC (Castillo, Figue-
roa-Guzman, & Escobar, 2006). For both groups, microinjections
were delivered through 30-gauge dental needles as microinjectors
that extended 2 mm below the previously implanted guide cannu-
lae (reaching the IC area; Fig. 1A). Dental needle microinjectors
were attached by polyethylene tubing to a 10 pl Hamilton syringe
driven by a microinfusion pump (Cole Parmer Co.). Intracortical
infusions were given 20 min before the CTA acquisition (Moguel-
Gonzalez et al., 2008). After surgery animals were allowed to re-
cover for 7 days. All groups were histologically analyzed in order
to verify the injector tip location and electrode placement.

3. Results
3.1. Histology

Histological examinations revealed that injectors were correctly
placed in the IC for the ANI and ACSF groups (Fig. 1A). Similarly, the
stimulating and recording electrodes were correctly located in the
Bla and agranular IC respectively in all groups (Fig. 1B). Four
animals with unclear cannulae or electrode placement were
discarded, two of them were from the CTA + LTP group, and the
others from the pseudoCTA + LTP120 and LTP groups, respectively.

3.2. Conditioned taste aversion

No significant differences were found among groups neither in
the baseline water intake nor during the first presentation of the
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Fig. 1. Schematic representation of the experimental procedure. (A) Diagram and coronal section of the guide cannulae and microinjectors placement in a coronal plane of the
IC. (B) Schematic representation and coronal section showing stimulated (S) and recorded (R) sites. Discontinuous lines indicate the boundaries of IC area. (C) Diagram of the
experimental procedure. Bla: basolateral amygdaloid nucleus; IC: insular cortex. Scale bar: 1 mm.
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conditioned stimulus. The average baseline means (+S.E.M.) of
water intake were (in ml) 16.22 + 0.32, 16.0 £ 057, 16.14 £ 0.26,
16.71+0.42, 16.42 +0.48, 16.62 + 0.66, 15.83 +0.48, 15.62 + 0.26
and 17.28 £ 0.28, for each of the CTA + LTP48, CTA + LTP72, CTA +
LTP96, CTA+LTP120, pseudoCTA +LTP48, pseudoCTA +LTP72,
pseudoCTA + LTP96, pseudoCTA +LTP120 and H,O + LTP groups,
respectively. Nevertheless, during the aversion test significant dif-
ferences were found (F,¢, = 553.53; p <0.001) between the four
CTA+LTP and the rest of groups (pseudoCTA +LTP48-120,
H,0 + LTP) (Fig. 2A). CTA + LTP groups by one side and pseudoC-
TA + LTP groups by the other were pooled because no significant
differences were found among them.

3.3. Conditioned taste aversion training prevents the IC-LTP induction

The IC field EPSP consisted of 0.27 + 0.05 mV (mean + S.E.M.)
potentials elicited with 50-70 pA current intensities and displayed
an onset of 2-3 ms and a peak at approximately 7-9 ms, with an
average slope of 0.073 + 0.003 (mean * S.E.M.), in agreement with
previous studies (Escobar, Alcocer, et al., 1998; Escobar et al.,
2002; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000; Jones et al., 1999).

As shown in Fig. 2B, our results show that CTA training prevents
the subsequent induction of in vivo LTP in the Bla-IC projection at
48 h after the aversion test. Thus, Bla-IC-LTP induction was im-
paired in CTA + LTP48 group as compared with pseudoCTA + LTP48,
H,0 + LTP and LTP groups. Repeated-measures ANOVA analysis for
after tetanus slope increases revealed significant group differences
(F328 = 16.80). Post-hoc analysis with Fisher’s test, showed signifi-
cant differences between the CTA +LTP48 group and the other
three groups (p <0.001), but the pseudoCTA + LTP48, H,0 + LTP
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and LTP groups were not statistically significant from each other.
This result suggests that CTA modifies the Bla-IC projection synap-
tic properties, which is reflected as a change in the possibility to in-
duce IC-LTP. Neither LiCl nor saccharin when given alone modified
IC-LTP induction, showing that taste-malaise association was
responsible for the change in the possibility to induce IC-LTP after
CTA training.

In order to analyze whether CTA-dependent impairment of IC-
LTP induction is related with a behavioral-dependent increase in
synaptic strength of the Bla-IC pathway, I/O curves were assessed
in CTA trained and pseudotrained rats. Non-linear regression anal-
ysis of 10 relationship revealed significant differences between the
CTA and pseudoCTA groups (p < 0.001), showing that CTA training
modifies the synaptic efficacy of the Bla-IC projection (Fig. 2C).
These results suggest that the CTA-dependent modification in the
ability to induce IC-LTP is dependent on previous synaptic
strengthening of the pathway.

3.4. Conditioned taste aversion training prevents the IC-LTP induction
for at least 120 h

With the aim to investigate the persistence of the CTA-depen-
dent impairment of IC-LTP induction, we extended the time-win-
dow between the CTA-aversion test and the IC-LTP induction
protocol to 72, 96 and 120 h. In the CTA +LTP72, 96 and 120
groups, IC-LTP was blocked as compared with pseudoCTA + LTP72,
96 and 120, in which IC-LTP was induced. Repeated-measures AN-
OVA for slope increases revealed significant group differences
(Fs36 = 18.56). Post-hoc Fisher’s test showed significant differences
between CTA + LTP and pseudoCTA + LTP groups (p < 0.001), but no
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Fig. 2. CTA training prevents the IC-LTP induction. (A) Liquid consumption during the acquisition session (ACQ) and the aversion test (TEST) for all CTA trained (CTA + LTP)
and all CTA-pseudotrained (pseudoCTA + LTP, H,O + LTP) groups. (B) Plot of IC evoked responses from CTA + LTP48, pseudoCTA + LTP48, H,O + LTP and LTP groups. Note that
CTA training blocks LTP induction at the Bla-IC pathway. The bottom of each graph shows representative examples of IC field potentials obtained 10 min before and 60 min
after tetanus delivery. Arrows indicate HFS (10 trains 100 Hz/1s/20s intertrain). Inner numbers show the average EPSPs slope (percent of baseline) obtained after tetanus
delivery for each group. Scale bar: 10 ms, 0.5 mV. *xp < 0.001. (C) Plot of I/O curves for CTA and pseudoCTA groups. Multiples of threshold intensities (1-10) were used. Initial
threshold intensities (1) was defined as the stimulation intensities required to produce a 0.10 mV response amplitude. p < 0.001.
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Fig. 3. CTA training prevents the IC-LTP induction for at least 120 h after CTA
training. Plot of IC evoked responses from the CTA + LTP72, 96 and 120 groups as
well as the pseudoCTA + LTP72, 96 and 120, showing that IC-LTP impairment was
persistent for at least 120 h after CTA training. Arrows indicate HFS (10 trains
100 Hz/1s/20s intertrain). Inner numbers show the average EPSPs slope (percent of
baseline) obtained after tetanus delivery for each group. Scale bar: 10 ms, 0.5 mV.
*p <0.001.

significant differences were found among CTA + LTP groups (Fig. 3).
The present results show that the effects elicited by CTA training
on IC-LTP are persistent for at least 120 h.

3.5. Administration of anisomycin in the IC disrupts CTA consolidation
and prevents the CTA-dependent impairment of IC-LTP

It has been shown that anisomycin infusion into the IC disrupts
CTA consolidation (Berman & Dudai, 2001; Moguel-Gonzalez et al.,
2008; Rosenblum et al., 1993). To analyze if the disruption of CTA

20—

consolidation affects the CTA-dependent impairment of IC-LTP
induction, bilateral and intracortical microinfusions of the pro-
tein-synthesis inhibitor anisomycin or ACSF (as vehicle) were ap-
plied in the IC, 20 min before the CTA acquisition. As shown in
Fig. 4, during the retention trial significant differences between
ANI and ACSF groups were found (F;;5=152.56, p <0.001). IC-
LTP was successfully induced in ANI group as compared with ACSF
group (Fig. 3). Repeated-measures ANOVA analysis for slope in-
creases after conditioned tetanus revealed significant differences
between the two groups (F;is=24.06). Post-hoc Fisher's test
showed significant differences between ANI and ACSF groups
(p<0.001). These results show that both the persistent CTA
impairment on IC-LTP and the CTA consolidation, are protein-syn-
thesis dependent.

It is important to note that there are no significant differences in
the degree of LTP obtained in all groups. Repeated-measures
ANOVA analysis for slope increases after conditioned tetanus
revealed no significant differences among the LTP-induced groups
(Fig. 5A). On the other hand, Mann-Whitney test showed no signif-
icant differences between the magnitude of two time points
obtained at 10 and 60 min after tetanus delivery for each of the
IC-LTP-induced groups (Fig. 5B), showing that there is no change
across the time in LTP magnitude.

4. Discussion

Learning-induced synaptic changes are also accompanied by a
modification in the threshold for further synaptic plasticity (Abra-
ham, 2008; Quinlan, Lebel, Brosh, & Barkai, 2004). In the present
study we show that CTA training prevents the subsequent induc-
tion of in vivo IC-LTP for at least 5 days after the aversion test. Addi-
tionally, we found that saccharin-LiCl association was responsible
for the change in the possibility to induce IC-LTP after CTA training,
suggesting that the impairment of IC-LTP was related with the
long-term storage of taste aversion memory.

Previous studies have demonstrated that behavioral-training can
induce synaptic facilitation (Cooke & Bear, 2010; McKernan & Shin-
nick-Gallagher, 1997; Rioult-Pedotti, Friedman, & Donoghue, 2000;
Rogan, Staubli, & LeDoux, 1997) and this facilitation can be observed
through a modulation of the I/O relationship (Rioult-Pedotti, Donog-
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Fig. 4. Bilateral administration of anisomycin in the IC disrupts CTA consolidation and reverses the CTA-dependent impairment of IC-LTP. Plot of IC evoked responses from
ANI and ACSF groups. The bottom of the graph shows representative examples of IC field potentials obtained 10 min before and 60 min after tetanus delivery. The upper right
corner shows the bar plot of saccharin consumption during the acquisition session (ACQ) and the aversion test (TEST) for ANI and ACSF groups. Arrow indicates HFS (10 trains
100 Hz/1s/20s intertrain). Inner numbers show the average EPSPs slope (percent of baseline) obtained after tetanus delivery for each group. **p < 0.001. Scale bar: 10 ms,

0.5 mV.
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hue, & Dunaevsky, 2007; Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005).
Moreover, it has been reported that behavioral-dependent synaptic
facilitation also modifies the ability to induce subsequent LTP in the
behavioral-related pathway (Cooke & Bear, 2010; Rioult-Pedotti
et al., 2000; Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005). In the present
study we found differences between CTA and pseudoCTA trained I/
O curves, showing that CTA training modifies the synaptic strength
of the Bla-IC projection. These data suggest that the CTA-dependent
modification in the ability to induce IC-LTP is dependent on previous
synaptic strengthening of the pathway.

It has been shown that amygdala activation modify the subse-
quent induction of LTP in the neocortex (Akirav & Richter-Levin,
2002; Richter-Levin & Maroun, 2010). In addition, it has been dem-
onstrated that changes in further LTP induction triggered by amyg-
dala-related behaviors can persist for several days. In this regard, a
recent study from Schroeder and Shinnick-Gallagher showed that

changes in synaptic strength induced in rats by fear conditioning
were evident in vitro 10 days after fear conditioning. The synaptic
transmission was facilitated and the high frequency stimulation
dependent LTP of the cortico-lateral amygdala pathway remained
attenuated 10 days following fear conditioning. Additionally, they
found that the low-frequency stimulation dependent LTP mea-
sured 24 h after fear conditioning was absent 10 days post-training
(Schroeder & Shinnick-Gallagher, 2005). In agreement with the
above mentioned studies our present results show that Bla-IC
pathway activation during CTA modifies the possibility to induce
in vivo IC-LTP in a persistent manner.

Homeostatic forms of plasticity might provide the global
regulation necessary to maintain synaptic strength and plasticity
within a functional dynamic range. These forms of plasticity also
operate with diverse mechanisms; for example by detecting
changes in neuronal firing and scaling excitatory synaptic
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strengths up or down while preserving their relative weights
(synaptic scaling), by strengthen pre or postsynaptic properties
as a compensatory mechanism (synaptic redistribution) or by
altering the ability of synapses to undergo subsequent Hebbian
modifications (metaplasticity), that is thought to be essential not
only to maintain synapses within a dynamic functional range but
also to be substantial for the maintenance of a memory-trace
(Abbott & Nelson, 2000; Abraham, 2008; Perez-Otafio & Ehlers,
2005). Metaplastic changes modify the threshold for induction of
LTP or LTD after the acquisition of a memory task (Abraham,
2008; Richter-Levin & Maroun, 2010; Schroeder & Shinnick-Galla-
gher, 2005). Indeed, a previous study (Escobar & Bermudez-Ratton-
i, 2000) showed that IC-LTP enhances CTA retention, suggesting a
modulation of the aversive memory-trace. Similarly, a recent study
from our laboratory shows that bilateral infusion of brain-derived
neurotrophic factor in the IC enhances CTA retention (Castillo &
Escobar, 2011; Castillo et al., 2006). Accordingly, the IC-LTP impair-
ment after CTA training reported in the present work can be inter-
preted as a metaplastic change that modify the ability to induce
subsequent synaptic plasticity in the Bla-IC projection.

In the same line of ideas, it has been observed that a repetitive
saccharin-LiCl pairing in CTA trained rats increases the saccharin
aversion (Mickley et al., 2007). In addition, previous CTA training
enhances the aversion index of a second conditioned experience
with a new flavor (Wang, Ren, Perez, Silva, & Pena de Ortiz, 2003).

Changes in the production of a specific subset of synaptic pro-
teins constitute one of the most ubiquitous molecular mechanisms
for long-term memory formation (Klann & Sweatt, 2008). Indeed, it
has been observed that protein translation inhibition impairs CTA
consolidation but not acquisition (Berman & Dudai, 2001; Mog-
uel-Gonzalez et al., 2008; Rosenblum et al., 1993; Serova, Solov’ea,
Lagutina, & Obukhova, 1996). Even the inhibition of proteins that
regulate protein translation as the mammalian target of rapamycin
(mTOR) can inhibit the CTA consolidation (Belelovsky, Kaphzan,
Elkobi, & Rosenblum, 2009). Here we show that microinfusion of
anisomycin at a concentration that has been shown to act for
90 min with a 90% of protein-synthesis inhibition (Berman & Du-
dai, 2001; Moguel-Gonzalez et al., 2008; Rosenblum et al., 1993)
impairs CTA consolidation and prevents the IC-LTP modification
after this task. Despite the fact that protein-synthesis role in met-
aplasticity is unclear (Abraham, 2008; Antonov, Kandel, & Haw-
kins, 2010), it has been suggested that protein-synthesis raises
the threshold to revert synaptic plasticity (Abraham, 2008). Our re-
sults show that the changes in protein-synthesis triggered after
CTA training were crucial in the formation of behavioral-depen-
dent modifications on IC plastic properties.

In summary, our results show that CTA training triggers a per-
sistent impairment in the ability to induce in vivo LTP in the IC, a
neocortical area that has been implicated in the acquisition and
storage of aversive memories. The present results provide evidence
that CTA modulates long-lasting changes in IC synaptic strength,
suggesting that changes in the ability to induce subsequent synap-
tic plasticity contribute to the formation and persistence of aver-
sive memories.
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11. ANEXO 2
El anexo 2 es el segundo articulo que complementa los hallazgos del proyecto
de investigacion que se presenta en esta tesis, el cual serd enviado
préximamente para su publicacién. Especificamente muestra que el bloqueo de
los receptores NMDA vy la inhibicion de la PKC, pero no de la PKA, evitan el

efecto del CAS sobre la inducciéon subsecuente de LTP en la ClI.
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Abstract

It has been proposed that metaplasticity, an activity-dependent modulation of subsequent synaptic plasticity, contributes
to learning and memory processes. In particular, training in several behavioral tasks modifies the possibility to induce
long-term potentiation (LTP). Unfortunately, the mechanisms underlying behavioral-induced metaplastic changes remain
unclear. Synaptic activity induces the activation of N-Methyl-D-aspartate (NMDA) receptor, which leads to calcium entry
into neuronal cells, and an increase in calcium levels activates protein kinases as PKA and PKC, which contributes
significantly to the formation of different types of behavioral-memories, as well as to the expression of LTP. Our previous
studies in the insular cortex (IC), a region of the temporal cortex implicated in acquisition and retention of conditioned
taste aversion (CTA), have demonstrated that induction of LTP in the basolateral amygdaloid nucleus (BLA)-IC
projection previous to CTA training enhances the retention of this task. Furthermore, recently it has been showed that
CTA training produces a change in the ability to induce subsequent synaptic plasticity on the mentioned pathway.
Interestingly, protein synthesis inhibition in the IC blocks CTA consolidation as well as impairs the CTA-induced
modification in the ability to express subsequent IC-LTP. However, if the CTA effect on IC-LTP is dependent on NMDA
receptors, PKA and PKC remains unexplored. The aim of the present study was to investigate the participation of PKC
and PKA activation on the CTA-dependent modification of the IC-LTP threshold. Thus, CTA-trained rats received high
frequency stimulation in the Bla-IC projection in order to induce LTP 48 hours after the aversion test. The NMDA-
receptor antagonist CPP and the specific inhibitors for PKC (cheleritrine) and PKA (KT-5720) were intracortically
administered in the acquisition session. We observed that the blockade of NMDA-receptor and the inhibition of PKC
activity prevent the CTA memory-formation as well as the IC-LTP impairment. Nevertheless, PKA inhibition prevents
CTA formation but has no interference with the CTA effects on IC-LTP. Our results show that disruption of CTA
formation prevent the CTA effect on IC-LTP, suggesting that the mechanisms responsible for metaplastic changes are
part of those underlying CTA memory-trace.

Introduction demonstrated that training in several
N _ learning tasks trigger different
The ability to express synaptic molecular mechanisms which are
plasticity is dependent upon the related with metaplasticity, as an
activity history of a given neuron or increase of after hyperpolarization
neural  network (Bear, = 2003; (AHP) currents, a  persistent

Abraham, 2008). Metaplasticity, an increase in the protein kinases C

activity dependent change in the
possibility to exhibit subsequent
synaptic  plasticity, IS now
considered as a key component of
the learning and memory processes
(Abraham and Bear, 1996; Bear,
1996; Pérez-Otafio and Ehlers,
2005; Abraham, 2008). In particular,
It has been observed that
acquisition of aversive experiences
is accompanied by long-lasting
modifications in the ability to
undergo further synaptic plasticity
(Schroeder and Shinnick-Gallagher,
2004; Hong et al., 2011; Rodriguez-
Duran et al.,, 2011). In the same
order of ideas, it has been

(PKC) and A (PKA) as well as a
regulation of mGlu receptors (Saar
et al.,, 1998; Zelcer et al., 2006;
Abraham, 2008). In addition, it has
been demonstrated that learning
tasks can modify the requirement of
N-Methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor for a second learning (Tyler
et al., 2007; Wiltgen et al., 2011)
and the NMDA receptor subunit
proportions (Quinlan et al., 2004).
However, the learning-induced
molecular mechanisms related with
metaplasticity are still uncertain.

The insular cortex (IC) is a region of
the temporal cortex in the rat that

1



has been implicated in the
acquisition and storage of different
aversive-motivated learning tasks,
like conditioned taste aversion
(CTA). CTA is a very robust and
widely used model for the study of
learning and memory processes in
which an animal acquires aversion
to a novel taste when it is followed
by digestive malaise (Bernstein and
Koh, 2007; Desgranges et al.,
2009). Long-term potentiation (LTP)
is a long-lasting and activity-
dependent increase in synaptic
efficacy (Abraham, 2008; Citri and
Malenka, 2008), that is widely
expressed in several neocortical
areas including IC, specifically in the
projection from the basolateral
amygdaloid nucleus (Bla) to the
agranular IC (Escobar et al., 1998a;
Escobar et al., 1998b; Jones et al.,
1999). IC-LTP and CTA have similar
molecular mechanisms, such as N-
Methyl-D-aspartate (NMDA)
receptor-dependence (Escobar et
al., 1998a; Escobar et al., 2002),
activation of ERK1/2 and
immediately early genes expression
(Jones et al., 1999) In addition, the
activity of protein kinases that has
been related with the formation of
LTP in several brain areas, as the
protein kinase A (PKA) and the
protein kinase C (PKC), are also
related to the CTA memory
formation in the IC (Miranda and
McGaugh, 2004; Miranda et al.,
2008).

In our previous studies we showed
that pharmacological and
electrophysiological-induced IC-LTP
previous to CTA training enhanced
the retention of this task (Escobar
and Bermudez-Rattoni, 2000;
Castillo et al., 2006). In addition, in a
recent study we demonstrated that
CTA training modifies the ability to
induce subsequent IC-LTP

(Rodriguez-Duran et al., 2011),
which is related to an increase in
synaptic excitability. Interestingly,
we found that protein synthesis
inhibition with anisomycin in the
insular cortex impairs CTA training
as well as prevents the CTA effect
on IC-LTP, suggesting that the long-
lasting CTA memory trace and the
persistent metaplastic effect of CTA
on IC-LTP are both consolidated
together (Rodriguez-Duran et al.,
2011). CTA memory processes is
sensible to be interrupted in different
stages of memory. Specifically, CTA
memory can be interrupted with
inhibitors of NMDA receptor, which
has been proposed as a gate of the
information acquisition (Daw et al.,
1993; Escobar et al.,, 1998a), with
inhibitors  of  protein  kinases,
proposed to play an important role in
the integration of extracellular stimuli
regulating gene expression (Ahi et
al., 2004; Nunez-Jaramillo et al.,
2007) and with inhibitors of protein
synthesis, which are associated with
the consolidation of long term
memory (Rosenblum et al., 1993;
Berman and Dudai, 2001; Moguel-
Gonzalez et al., 2008). Whether the
CTA effect on IC-LTP dependent on
the activity of NMDA receptor, PKA
and PKC remains unclear. Thus, the
aim of the present study was to
analyze whether the intracortical
microinfusion of an NMDA receptor
antagonist and specific inhibitors for
PKC and PKA in the IC affect the
CTA effect on IC-LTP.

Materials and methods

A total of 47 male Wistar rats
weighting 350-380 g were prepared
for our experiments. They were
housed individually under a 12/12-h
light—dark cycle, with food and water
ad libitum (except where indicated)



and an average room temperature
of 22 °C.

In order to perform intracotical
microinjections in the IC, animals
were implanted bilaterally with 23-
gauge stainless steel cannulae
under anesthesia (Pentobarbital, 50
ml/kg i.p.) using a previously
described  procedure  (Moguel-
Gonzélez et al., 2008). The tips of
the guide cannulae were aimed to 2
mm above the IC (Castillo et al.,
2006). For all groups,
microinjections  were  delivered
through 30-gauge dental needles as
microinjectors that extended 2 mm
below the previously implanted
guide cannulae (reaching the IC
area). Dental needle microinjectors
were attached by polyethylene
tubing to a 10 pl Hamilton syringe
driven by a microinfusion pump
(Cole Parmer Co). After surgery
animals were allowed to recover for
7 days. All  groups were
histologically analyzed in order to
verify the injector tip location and
electrode placement.

A previously described experimental
procedure for CTA was used
(Escobar et al., 1998a; Escobar and
Bermudez-Rattoni, 2000; Escobar et
al.,, 2002). Briefly, rats were
deprived of water for 24 hours and
then habituated to drink water from
a single graduated cylinder twice a
day, during ten minutes trials for
three days. On the acquisition day,
water was substituted for saccharin
solution 0.1% (Sigma, St. Louis,
MO), and 10 minutes later, the
animals received 7.5 ml/kg i.p. of a
0.15 M solution of LiCl, which
induces digestive malaise. After
three more days of baseline
consumption, water was substituted
newly by a 0.1% saccharin solution
to test the aversion. The reduction of
saccharin consumption with respect

to baseline intake was used as a
measure of strength of aversion.
Electrophysiological recordings were
performed 48 hours after the
aversion tests in all groups as
previously described (Escobar et al.,
1998a; Escobar and Bermudez-
Rattoni, 2000; Escobar et al., 2002).
Briefly, rats were anesthetized with
pentobarbital (50 mg/kg i.p.). IC
responses were recorded
unilaterally by using a monopolar
stainless steel electrode 0.005
inches diameter. Constant current
stimulation (50-70 yA monophasic
pulses, 0.25 ms duration) was
provided via direct and unilateral
stimulation of the Bla by using a
stainless steel bipolar electrode. Bla
and IC electrodes were aimed at the
following stereotaxic coordinates:
AP +1.2 mm, ML 5.5 mm, DV -5.5
mm £ 0.2 and AP —2.8 mm, ML -5.0
mm, DV -8.5 mm % 0.2, respectively
(Paxinos and Watson, 2007). The
current intensity used was sufficient
to evoke 50% of the maximal Bla-IC
response. IC-evoked responses
were measured by obtaining the
field excitatory postsynaptic
potential (EPSP) slope measured 1-
3 ms after the EPSP onset. Low-
frequency responses were evoked
once every 20 sec throughout a 20
min baseline period. LTP was
induced by delivering 10 trains of
100 Hz/1 sec with an intertrain
interval of 20 sec. After train
delivery, IC evoked responses were
collected for an additional hour. LTP
was calculated as a percentage of
change with respect to the mean
slope of field potentials before
tetanization.

With the aim to investigate part of
the mechanisms related with the
CTA-dependent modification of IC-
LTP, rats were divided in the
following groups: CPP group (n=4),



which receives an intracortical
microinfusion  of the  NMDAr
antagonist 3-(2-Carboxypiperazin-4-
yl)propyl-1-phosphonic acid (CPP;
0.5 ul/side; 10 pg/ul; 0.5 pl/min;
Tocris, Ellisville, MO) and a control
group (VehCPP; n=4) which
received an intracortical
microinfusion of PBS as vehicle (0.5
pl/side; 0.5 pl/min); CHE group,
(n=5) which received an intracortical
microinfusion of the PKC inhibitor
chelerytrine (1 pl/side; 3.83 ug/pul;
1pl/min; Alomone Labs, Jerusalem,
Israel) and a control group (VehCH;
n=4), which received an intracortical
microinfusion of saline solution as
vehicle (NaCl 9%; 1 wul/side; 1
pi/min); KT group (n=8), which
received an intracortical
microinfusion of KT5720 (1 ul/side;
1 pg/pl ;1 pl/min Alomone Labs,
Jerusalem, Israel) and a control
group (VehKT; n=5), which received
an intracortical microinfusion of
saline solution as vehicle (NaCl 9%;
1 ul/side; 1 pl/min). Infusions were
perform 30 minutes before
saccharin consumption for the CPP
and VehCPP and 10 minutes before
saccharin consumption for the CHE,
VehCHE, KT and VehKT groups. All
groups were histologically analyzed
in order to verify the injector tip
location and electrode placement.

Results

Histological examinations revealed
that injectors were correctly placed
in the IC for the ANI and ACSF
groups (Fig. 1A). Similarly, the
stimulating and recording electrodes
were correctly located in the Bla and
agranular IC respectively in all
groups (Fig. 1B). Two animals with
unclear cannulae or electrode
placement were discarded, one of
them were from the KT group, and

the other one from the VehCPP
group.

No significant differences were
found among groups neither in the
baseline water intake nor during the
acquisition session for all groups
(Fig. 2A). The average baseline
means (x S.E.M.) of water intake
were (in ml): 16.41 + 2.36, 15,197 +
1.32, 17.65 £ 2.56, 16.85 = 2.75,
15.77 £ 3.47 and 16.76 £ 2.92 for
each of the CPP, VehCPP, CHE,
VheCH, KT and VehKT groups,
respectively. Nevertheless, during
the aversion test significant
differences were found (Fss1 =
523.19; p< 0.001) between the CPP,
CHE and KT groups and its
respective control groups (VehCPP,
VheCH and VehKT, respectively;
Fig. 2B).

The IC field EPSP consisted of 0.30
+ 0.09 mV (mean * S.E.M)
potentials elicited with 50-70 pA
current intensities and displayed an
onset of 2-3 ms and a peak at
approximately 7-9 ms, with an
average slope of 0.087 + 0.003
(mean + S.E.M.), in agreement with
previous studies (Escobar et al.,
1998a; Jones et al., 1999; Escobar
and Bermudez-Rattoni, 2000;
Escobar et al., 2002).

As can be observed in figure 3,
inhibition of NMDAr and PKC in the
IC during the acquisition of CTA,
impair the ability to induce IC-LTP.
Repeated-measures ANOVA
analysis for after-tetanus slope
EPSPs revealed significant group
differences (Fs26 = 32.92; p< 0.001)
for the CPP, VehCPP, CHE, VheCH
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Figure 1. Schematic representation of the experimental procedure. (A) Schematic diagram
of the guide cannulae and microinjector placement in a coronal plane of the IC. (B) Schematic
representation and coronal section showing stimulated (S) and recorded (R) sites.
Discontinuous lines indicate the boundaries of IC area. (C) Diagram of the experimental
procedures. Bla: basolateral amygdaloid nucleus; IC: insular cortex. Scale bar: 1 mm.
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Figure 2. Block of NMDA receptor as well as PKA and PKC inhibition in the IC impair
CTA. (A) Mean = S.E.M. of saccharin consumption (percent of baseline) during acquisition
session for the CPP, VehCPP, CHE, VheCH, KT and VehKT groups (B) Mean + S.E.M. of
saccharin consumption (percent of baseline) during aversion test for the mentioned groups.
Only those groups which receive vehicle microinfusion in the IC show a reduction of saccharin
consumption with respect to baseline intake. ** = p>0.001.

groups. Post-hoc analysis with
Fisher's test showed significant
differences between the CPP and
CHE groups with their respective
control groups VehCPP and VheCH
(p< 0.001). These results show that
both the persistent CTA impairment
on IC-LTP and the CTA formation
are NMDA and PKC-dependent.

Interestingly, despite the fact that
PKA inhibition impair the CTA
memory, we found that the CTA-
dependent impairment of IC-LTP
was unaffected by KT-5720.
Repeated-measures ANOVA
analysis for slope increases after
conditioned tetanus revealed no
significant differences between the
two KT and VehKT groups. These
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Figure 3. Bilateral administration of NMDA receptor antagonist and PKC but no PKA

inhibitor, reverses the CTA-dependent

impairment of IC-LTP. Graphic shows the

percentage of baseline of EPSP slope after conditioning tetanus for the CPP, VehCPP, CHE,
VheCH, KT and VehKT groups. Bottom traces show representative examples of EPSPs
responses from IC 10 minutes before and 60 minutes after the delivery of conditioning train

(arrow). Scale bar: 10 ms, 0.5 mV.

results show that the IC-LTP
impairment due to CTA training is
independent on PKA.

Discussion

Learning and memory processes
induce molecular changes which are
reflected in  modifications on
synaptic  properties  (Citri and
Malenka, 2008). It has been
demonstrated that learning tasks
induce enhancements in synaptic
efficacy as well as changes on the
ability to induce subsequent
synaptic plasticity or metaplasticity
(Rioult-Pedotti et al., 2000;
Schroeder and Shinnick-Gallagher,
2004; Hong et al., 2011; Rodriguez-

Duran et al., 2011). However, if the
synaptic proteins that participate in
the formation of learning and
memory are also participating in
metaplasticity remains unclear. In
the present study we show that the
farmacological inhibition of the
NMDA receptor and PKC inhibit the
CTA training impairment due to this
task. These findings provide
evidence that CTA training produces
a persistent change in the ability to
induce subsequent synaptic
plasticity on the BLa-IC pathway in a
NMDA receptor and PKC dependent
manner, proposing that that
behavior modulates long-lasting
changes in synaptic strength



through a NMDA receptor and PKC-
dependent process.

The ionotropic glutamatergic NMDA
receptor is now considered to play a
crucial role in synaptic plasticity
induction (Voglis and Tavernarakis,
2006; Citri and Malenka, 2008). It
has been reported that this
receptors are involved in several
forms of  synaptic plasticity
expressions (Malenka and Bear,
2004; MacDonald et al., 2006; Citri
and Malenka, 2008; Molnar, 2011)
as well as in the formation of several
learning tasks as the CTA (Escobar
et al.,, 1998a; Bermudez-Rattoni,
2004).

NMDA receptors also play a crucial
role in different homeostatic
plasticity expressions as synaptic
scaling and metaplasticity (Philpot et
al., 2001; Pérez-Otafio and Ehlers,
2005; Turrigiano, 2011). Training in
learning tasks promotes NMDA
receptor-dependent metaplastic
changes in different brain areas as
in the hippocampus and in the
amigdala (Mockett et al., 2002;
Schroeder and Shinnick-Gallagher,
2004; Hong et al., 2011; Rebola et
al., 2011). For example, fear
conditioning attenuates the
subsequent LTP in the lateral
amygdala. It has been observed that
the mentioned modification was
related to a change in the
requirement of NMDA receptors for
the induction of LTP (Schroeder and
Shinnick-Gallagher, 2004),
suggesting that learning tasks
modifications in NMDA receptor may
lead to metaplasticity. Our present

results show that pharmacological
impairment of CTA due to
microinfusion of NMDA receptor
inhibitors  prevents the IC-LTP
modification after CTA training,
showing that this receptor is
necessary for the metaplastic
modifications observed in the IC.

In a similar manner, we found that
PKC inhibition impairs CTA training
and blocks the IC-LTP impairment
elicited by this task. PKC is a protein
kinase activated by phospholipids,
diacilglicerol, arachidonic acid and
calcium (Sacchetti and Bielavska,
1998) and has been considered as
essential for the formation of
synaptic plasticity (Sacchetti and
Bielavska, 1998). It has been
reported that PKC inhibition in the IC
blocks CTA training, (Nunez-
Jaramillo et al., 2007) and we show
that CTA effect on IC-LTP is also
impaired when this protein is
blocked. These findings provide
evidence that CTA training produces
a persistent change in the ability to
induce subsequent synaptic
plasticity on the BLa-IC pathway in a
PKC and NMDA receptor-dependent
manner.

The PKA has been implicated in the
establishment of long-term aversive
memories (Koh and Bernstein,
2003; Koh et al., 2003). It has been
reported that PKA inhibition in the
amygdala affects the long-term, but
not short-term memory of CTA (Koh
et al., 2002). Aversive tasks activate
PKA through an increase of
glucocorticoids in the IC. Indeed, IC
infusion of the cAMP analog 8-
Bromo-3',5'-adenosine

monophosphate, which activate



PKC, increases the CTA memory
(Miranda and McGaugh, 2004). Our
present results show that PKA
inhibition in the IC blocks CTA
training. However, CTA effect on IC-
LTP was independent on PKA. In
this regard, it has been proposed
that changes in the ability to induce
subsequent synaptic changes in
brain areas as the hippocampus
were observed in a cAMP and PKA-
dependent manner. PKA activation
increases the traffic of a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptors
(AMPARs) to the extrasynaptic
membrane as a result of PKA-
mediated phosphorylation of ser®*®
of the GIuR1 subunit (Abraham,
2008). In addition, transcription
factor CREB (CAMP response
element-binding), which is activated
in the ser'® by PKA, are related with
changes in the ability to induce
subsequent  synaptic  plasticity
(Barco et al., 2002; Chen et al.,
2010). Interestingly, PKA-dependent
metaplastic changes, which include
changes in the AHP currents, are
related with a mGlu receptor form of
metaplasticity. This  metaplastic
changes facilites both the induction
and persistence of subsequent LTP,
in contrast to the inhibitory effects of
NMDA receptor dependent
metaplasticity on LTP (Barco et al.,
2002; Abraham, 2008). Our results
show that PKA inhibition blocks CTA
memory, but do not affects CTA-
dependent impairment in IC-LTP.

In summary, our results show that
the blockade of NMDA-receptor and
the inhibition of PKC activity prevent
the CTA memory-formation as well
as the CTA training-dependent
modification of IC-LTP threshold.
Nevertheless, PKA inhibition
prevents CTA formation but has no

interference with the CTA effect on
IC-LTP, providing evidence that
behavior modulates long-lasting
changes in synaptic strength
through a NMDA receptor and PKC-
dependent process. Furthermore,
our results suggest that CTA-
dependent modification of the IC-
LTP threshold was differentially
affected by proteins kinases,
enhancing our understanding of the
effects of memory-related changes
on synaptic function.
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12. ANEXO 3
El anexo 3 es una revision del tema "Plasticidad homeostatica y memoria",

misma que sera enviada proximamente para su publicacion.
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Resumen

Hoy en dia se sabe que la historia de activacion de las neuronas modula las
respuestas futuras a determinados estimulos. La actividad neuronal puede ocasionar
cambios plasticos en las neuronas y estos cambios incluyen cambios en la eficiencia
singptica como la LTP o LTD. Ademas, se ha observado que la actividad modifica el umbral
para la induccién de subsecuente plasticidad sinaptica y éste fenédmeno es conocido como
metaplasticidad. Los cambios metaplasticos protegen a las neuronas modificando el umbral
para la induccién de LTP, evitando un exceso de actividad. Sin embargo, la relevancia de
dicho fendmeno para las funciones neuronales parece ser mayor. Se ha observado que
durante tareas de aprendizaje o debido a la estimulacion sensorial se presenta
metaplasticidad, lo cual sugiere que su papel no es solo protector, sino modulador de la
informacion. Pero, ¢como participa la metaplasticidad en los fendmenos de aprendizaje y
memoria?, ¢Que otras formas de plasticidad homeostatica participan en el aprendizaje y la
memoria?, ;,como se conjuntan diferentes formas de plasticidad para determinar un patrén
mnémico? El principal objetivo de la presente revision es mostrar los avances recientes en
el estudio de la plasticidad homeostética con relacion al aprendizaje y la memoria.

INTRODUCCION

Una de las habilidades méas relevantes para la supervivencia de los
seres vivos es su capacidad para adaptarse al medio de diferentes maneras.
Entre ellas, las células del sistema nervioso (SN) cuentan con la capacidad de
modificar morfolégica y funcionalmente la eficiencia de la transmision sinaptica
en respuesta a la actividad. Esta propiedad de las neuronas es conocida con el
nombre de plasticidad sinaptica y es considerada como la base de fendbmenos
adaptativos como el aprendizaje y la memoria. Ademas de su papel en dichos
fendmenos, actualmente se sabe que la plasticidad sinaptica es crucial para el
desarrollo del sistema nervioso y se encuentra involucrado en algunos
trastornos neuropsiquiatricos (Bear et al., 2001; Citri and Malenka, 2008; Milner
et al., 1998).

Las células en el SN reciben constantemente estimulos de otras
neuronas y poseen diversos mecanismos plasticos que modulan sus
respuestas a dicha estimulacion. Actualmente se han distinguido dos formas
diferentes de plasticidad sinptica (Turrigiano, 1999). En primer lugar, estan las
modificaciones plésticas de tipo “hebbiano”, las cuales tienden a desestabilizar
las propiedades neuronales, produciendo cambios persistentes en la
comunicacion neuronal. Por ejemplo, los cambios en la eficiencia sinaptica
tales como la LTP y la LTD son considerados plasticidad hebbiana, ya que la
actividad puede desestabiliza las propiedades sinapticas dando lugar a un
aumento (LTP) o decremento (LTD) persistente en la eficiencia sinaptica. En
segundo lugar existen las modificaciones plasticas “no hebianas” que son
también llamadas “plasticidad homeostética”. Las neuronas inician una serie de
mecanismos homeostéaticos con el fin de mantener los niveles de eficiencia



sinaptica en un rango determinado, resistiéndose de este modo a las
modificaciones abruptas. Sin plasticidad homeostética, fenbmenos como la LTP
o la LTD provocarian niveles de actividad extremos que pueden producir el
deceso de las células neuronales (ya sea por exceso o por falta de actividad).
De manera similar, sin mecanismos homeostaticos operando a nivel de los
contactos sinapticos, seria imposible conservar el patron de actividad eléctrica
caracteristico de cada via. (Pérez-Otafio and Ehlers, 2005; Turrigiano and
Nelson, 2004). EI SN cuenta con mecanismos especificos para mantener el
equilibrio de dichas funciones neuronales. Puede decrementar o incrementar
progresivamente la fuerza de las entradas sinapticas en una via, conservando
la eficiencia sinaptica total en un rango especifico (escalamiento sinaptico) o
modificar la posibilidad de inducir subsecuente plasticidad sinaptica
(metaplasticidad) (Abraham, 2008; Citri and Malenka, 2008; Pérez-Otafio and
Ehlers, 2005).

Hoy en dia se sabe que la historia de activacion de las neuronas modula
las respuestas futuras a determinados estimulos. Por ejemplo, se ha observado
que la actividad modifica el umbral para la induccion de subsecuente
plasticidad sinaptica y se ha propuesto que estos cambios metaplasticos
pueden, por ejemplo, protegen a las neuronas del exceso de actividad
modificando el umbral para la induccion de LTP (Bear, 2003). Sin embargo, la
relevancia de dicho fendbmeno para las funciones neuronales parece ser mayor.
Se ha observado que durante tareas de aprendizaje o debido a la estimulacion
sensorial se presenta metaplasticidad, lo cual sugiere que su papel no es solo
protector, sino modulador de la informacién. En esta revisién se abordara el
tema de las diferentes expresiones de plasticidad homeostatica y como se
relacionan con la memoria de ciertas tareas conductuales.

METAPLASTICIDAD

La magnitud en la LTP inducida electrofisiolégicamente se encuentra en
funcion de la frecuencia de estimulacién. En las colaterales de Shaffer, por
ejemplo, se ha reportado que se puede inducir LTP con estimulacion de 50 Hz,
100 Hz, 200Hz y con estimulacion theta. Andlogamente, es posible inducir LTD
en la misma via con 1 Hz o con 5 Hz de estimulacion y para cada protocolo de
estimulacion se presenta un cambio en la eficiencia sinaptica de diferente
magnitud (Artola et al., 2006; Zakharenko et al., 2003). Asimismo, existen
frecuencias de estimulacién con las cuales no se presentan nila LTP nila LTD,
por ejemplo en el area CAl del hipocampo se ha observado que estimulacion
sinéptica de baja frecuencia (30 Hz) produce una potenciacion a corto plazo, es
decir, que el aumento en la eficiencia sinptica tiene una duracion de méas de
30 minutos, pero menos de una hora. Después de éste tiempo la eficiencia
sinéptica vuelve a la linea basal y aparentemente no se produce ningin cambio
en la via (Malenka, 1991). Sin embargo el cambio se observa cuando se induce
LTP en la misma via que fue previamente estimulada, estos cambios incluyen
una inhibicién de la LTP y una facilitacién de la LTD (Abraham and Bear, 1996;
Huang et al., 1992) A dicho fendmeno se le conoce como metaplasticidad, el
cual es definido como “un cambio en la posibilidad de inducir plasticidad
sindptica subsecuente” y es atribuido a una modificacion en el umbral para
inducir cambios plasticos dependiente de la actividad (Abraham and Bear,
1996) (figura 1) La metaplasticidad es un fenbmeno donde la actividad es
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capaz de modificar el umbral para la induccién de plasticidad sindptica,
resistiéndose de este modo a un cambio en la eficiencia sinaptica y
conservando su nivel de excitabilidad (Abraham and Bear, 1996; Bear, 1996).
El como y bajo qué condiciones se modulan dichos umbrales es una
interesante cuestion que se ha abordado tanto desde el punto de vista de los
modelos matematicos como experimentalmente.
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Figura 1. Efectos de la estimulacion previa sobre | a induccion de LTP en el area CA1 hipocampal.

A, en una situacién experimental donde normalmente se puede inducir el fenémeno de la LTP, la
potenciacion se ve inhibida debido a la previa estimulacion de baja frecuencia (tomado de Huang et al.,
2002).

Modelo BCM

En 1982, Bienestock, Cooper y Munro propusieron la existencia de un umbral
de activacion postsingptica, es decir, que una via es potenciada cuando la
activacion postsinptica excede un valor critico llamado umbral de modificacion
0 6m mientras que una via es depotenciada cuando la activacion postsinaptica
es mayor que cero pero menor que el valor 6m (figura 2), a este modelo se le
conoce como BCM (Bienestock, Cooper y Munro). Es importante mencionar
gue 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
postsinapsis, esto es, que a frecuencias mas altas hay mayor activacion de la
postsinapsis mientras que a frecuencias mas bajas la activacion es menor
(Bear, 1996). La relacién ya mencionada entre la frecuencia de estimulacion
con la magnitud y direccibn en los cambios en la eficiencia sinaptica es
explicada mediante el hecho de que la cantidad de calcio que ingresa a la
célula neuronal es dependiente de la frecuencia mediante la cual sea
estimulada la neurona (Bear, 2003; Jedlicka, 2002), de hecho, se ha reportado
que cuando se aplica estimulacion que induce LTP, pero es inhibida
parcialmente la entrada de calcio a la célula, se presenta LTD en lugar de LTP
(Taniike et al., 2008). Entonces, bajas frecuencias estdn asociadas a bajas
cantidades de calcio (menor a 0.5 uyM) y por lo tanto a la induccién de LTD,
mientras que las altas frecuencias estan asociadas a un mayor ingreso de
calcio (mayor a 0.5 yM) y por lo tanto a la induccion de LTP (Cormier and Kelly,
1996; Jedlicka, 2002). Ademés, el tiempo que permanezca el calcio en el
interior de la célula también juega un papel importante (Jedlicka, 2002). Por
ejemplo, para la induccién de LTD se necesita de la introduccion de bajas
cantidades de calcio pero en tiempos mayores que para la induccion de la LTP
(Taniike et al., 2008).
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Figura 2. Modelo BCM. Funcién que explica la relacion 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 estimulacién (eje de las x), primero se observan
decrementos en la eficiencia sinaptica (es decir LTD) (eje de las y) y a medida que va incrementando el
grado de activacion o frecuencia nos encontramos con el umbral 8m, tras cruzar este umbral se observa
un incremento en la eficiencia sinaptica (es decir LTP; tomado de Bear, 1996).

Mecanismos moleculares de la metaplasticidad

En la actualidad, se conocen parte de los mecanismos moleculares mediante
los cuales la actividad previa modula el umbral para inducir plasticidad sinaptica
subsecuente. Se sabe que para modificar dicho umbral es necesario modular la
entrada de calcio al interior de la célula en respuesta de la actividad, para lo
cual la célula cuenta con una serie de mecanismos moleculares que seran
mencionados a continuacién (Nishiyama et al., 2000). La modulaciéon de la
actividad de proteinas cinasas y fosfatasas puede modificar el umbral para la
induccién de plasticidad sinaptica. Por ejemplo, el aumento en los niveles de
calcio en el citoplasma de la célula neuronal promueve la autofosforilacion de la
CaMKIl. Al estar autofosforilada, la actividad de la CaMKIl es independiente del
calcio, lo cual impide que ésta proteina responda a la actividad sinéptica
subsecuente. (Bear, 2003; Jedlicka, 2002; Zhang et al., 2005).

Se ha propuesto un mecanismo mediante el cual los cambios en el
umbral 8m son dependientes de la proporcion de las subunidades del receptor
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA; Philpot et al., 2007; Quinlan et al., 2004;
Quinlan et al., 1999). La subunidad NR2A tiene una cinética mas rapida, es
decir, los canales NMDA que contienen la subunidad NR2A abren y cierran un
mayor numero de veces que cuando dichos canales contienen la subunidad
NR2B (Erreger et al., 2005).

Este efecto produce que los receptores NMDA que contengan
subunidades NR2A, presenten una mayor resolucion (es decir, responde mas
efectivamente) ante los estimulos de alta frecuencia, como los que inducen
LTP, mientras que los que contengan la subunidad NR2B tendrédn una mayor
resolucion ante estimulos de baja frecuencia, como los que inducen LTD
(Pérez-Otafio and Ehlers, 2005; Quinlan et al., 2004). La actividad produce un
aumento en los receptores NMDA que contienen la subunidad NR2A en el



espacio sinaptico, haciendo que se requieran frecuencias mas altas para
introducir la misma cantidad de calcio, modificando el umbral 8Bm (Pérez-Otafio
and Ehlers, 2005). Esto provoca que con una determinada frecuencia de
estimulacién se induzca una LTP de menor magnitud. De la misma forma, la
LTD es mas facil de inducir, ya que con frecuencias con las que normalmente
se induce LTP, se induce LTD o no se presenta ningun cambo en la eficiencia
sinaptica (Pérez-Otafio and Ehlers, 2005; Philpot et al., 2007; Philpot et al.,
2001).

Metaplasticidad durante el aprendizaje y la memoria

Los cambios metaplasticos se encuentran representados en diversas
areas del sistema nervioso central como la neocorteza o el hipocampo, areas
que se consideran como el almacén de diversos tipos de memoria (Bear,
1996). El entrenamiento en determinadas tareas conductuales produce
cambios en la posibilidad de inducir subsecuente plasticidad, como lo muestran
Rioult-Pedotti y su grupo en el 2000. Ellos entrenaron a un grupo de ratas en el
aprendizaje de una tarea motora (motor skill learning) (Rioult-Pedotti et al.,
2000). Posterior al entrenamiento, se indujo potenciacion a largo plazo en el
hemisferio entrenado y se observo que dicha tarea reduce la magnitud de la
LTP y aumenta la magnitud de la LTD, comparada con el hemisferio
contralateral el cual se utiliz6 como control, mostrando que la conducta produce
cambios en las propiedades neuronales que van a modificar el umbral para la
induccién de plasticidad sinaptica subsecuente (Rioult-Pedotti et al., 2000). Los
cambios metaplasticos inducidos por la conducta también se han encontrado
en la corteza piriforme debido a tareas de discriminacion olfativa (Quinlan et al.,
2004) en la corteza visual en respuesta a la estimulacion visual (Philpot et al.,
2007), en la amigdala lateral debido al condicionamiento al miedo (Hong et al.,
2011; Schroeder and Shinnick-Gallagher, 2005), en la corteza somatosensorial
debido a la estimulacién de las vibrisas (Clem et al., 2008), en la corteza insular
debido al condicionamiento aversivo a los sabores (Rodriguez-Duran et al.,
2011) e incluso se han reportado cambios metaplasticos in vivo en la corteza
motora en respuesta al entrenamiento en habilidades motoras (Monfils and
Teskey, 2004). El aprendizaje de ciertas tareas conductuales ademas de estar
acompafiado de incrementos en la eficiencia sinaptica, se presenta
conjuntamente con cambios en las propiedades biofisicas como la relacion
entrada-salida de los potenciales postsinapticos excitatorios (EPSPs), los
cuales a su vez se encuentran relacionados con cambios en la posibilidad de
inducir subsecuente plasticidad sinaptica o metaplasticidad (Hong et al., 2011,
Rioult-Pedotti et al., 2007; Rodriguez-Duran et al., 2011; Schroeder and
Shinnick-Gallagher, 2005). De igual forma se han encontrado que tanto el
estrés como los ambientes enriquecidos son capaces de modular el umbral 8m
(Artola et al., 2006; Richter-Levin and Maroun, 2010).

Mecanismos moleculares de la metaplasticidad induc ida por tareas
de aprendizaje

Se han descrito parte de los mecanismos involucrados en la
metaplasticidad inducida por el entrenamiento en tareas de aprendizaje
(Abraham, 2008; Quinlan et al., 2004; Schroeder and Shinnick-Gallagher,
2004). En la corteza piriforme se observo que el aprendizaje olfativo modula la



proporcion de las subunidades del receptor NMDA, incrementando la
subunidad NR2A sobre la NR2B en los animales entrenados en la tarea de
discriminacion olfativa fue inhibida la LTP en la corteza piriforme, lo cual refleja
un cambio en el umbral 8m (Quinlan et al., 2004). Por otro lado, el
entrenamiento en el condicionamiento al miedo disminuye la magnitud de la
LTP en las fibras cortico-amigdala lateral. De manera interesante, la LTP en los
animales entrenados se vuelve independiente de los receptores NMDA y de los
canales de calcio dependientes de voltaje, lo cual sugiere que un cambio en el
requerimiento de determinados canales para la induccion de plasticidad
sinptica también es un mecanismo para modificar el umbral para la induccion
subsecuente de plasticidad sinaptica (Schroeder and Shinnick-Gallagher,
2004).

Asimismo, se ha encontrado que numerosas moléculas que se
encuentran relacionadas con la formacion y persistencia de la memoria tienen
injerencia en los fenbmenos metaplasticos (Castillo et al., 2006; Chen et al.,
2010; Ferguson et al., 2008; Madronal et al., 2010; Sajikumar et al., 2009;
Schjetnan and Escobar, 2012; Young et al., 2006). Por ejemplo la activacién del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) asi como de las proteinas cinasas calcio
calmodulina cinasa tipo Il (CamKIll), proteina cinasa C (PKC) y proteina cinasa
A (PKA), son necesarias para la metaplasticidad en diversas areas del SN
(Ferguson et al., 2008; Jung et al., 2008; Sajikumar et al., 2009; Young et al.,
2006). Incluso se ha visto que la inhibicion de genes de expresion temprana
como ERK puede evitar que se produzca metaplasticidad (Chen et al., 2010).
Recientemente se ha descrito que una isoforma de las PKCs, que es conocida
como proteina cinasa M¢ (PKMC), es necesaria para el mantenimiento de largo
plazo tanto para la LTP como para diferentes tareas conductuales (Sacktor,
2008) y se ha reportado que la infusion intracortical de ZIP, un inhibidor de la
PKMC( puede revertir la metaplasticidad (Madronal et al., 2010; Sajikumar et al.,
2009).

La neurotrofina denominada factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) es considerada actualmente como un importante mediador de la
plasticidad sinaptica (Gomez-Palacio Schjethan and Escobar-Rodriguez, 2007).
Se ha reportado que la infusion de BDNF induce incrementos en la eficiencia
sinaptica en la via visual (Jiang et al., 2001) y nuestro grupo de investigacion
encontré que el BDNF induce incrementos en la eficiencia sinaptica en la ClI
(Escobar et al., 2003). Como se mencioné en lineas anteriores, el incremento
en la eficiencia sinaptica se encuentra relacionado con un cambio en la
posibilidad de inducir plasticidad sindptica subsecuente y recientes
investigaciones de nuestro grupo de investigacion revelan que la infusion
intracortical de BDNF puede modificar la subsecuente induccion de LTP en las
fiboras musgosas del hipocampo (Schjetnan and Escobar, 2012) Incluso el
BDNF puede modificar la retencion del condicionamiento aversivo a los
sabores (Castillo et al., 2006; Gomez-Palacio Schjetnan and Escobar-
Rodriguez, 2007), mostrando que los cambios metaplésticos inducidos por el
BDNF afectan al aprendizaje de tareas conductuales.



La metaplasticidad como parte del trazo de memoria

Hasta el momento no se conoce con certeza como participa la
metaplasticidad en los fendmenos de aprendizaje y memoria (Abraham, 2008).
Se sabe que la historia de la activacion de las neuronas modula las respuestas
futuras a determinados estimulos, para adaptarse a los requerimientos del
sistema y se considera que una modificacién en el umbral para la induccion de
subsecuente plasticidad sinéptica puede proteger a la célula, por ejemplo, de
estimulos que le puedan provocar exitotoxicidad (Bear, 2003). Sin embargo la
relevancia de dicho fenémeno parece ser mayor. El hecho de que se presenten
cambios metaplasticos durante el entrenamiento en tareas de aprendizaje
sugiere que su papel no es solo protector, sino modulador de la informacion. A
este respecto, si la metaplasticidad forma parte del trazo de memoria, los
fendmenos metaplasticos que acompafian a las tareas de aprendizaje deben
ser revertidos cuando se extingue o bloguea un aprendizaje adquirido.
Recientemente en nuestro laboratorio, observamos que el entrenamiento en el
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) modifica persistentemente la
habilidad de inducir LTP en la CI (figura 3). Ademds, nuestros resultados
mostraron que la inhibicion de la sintesis de proteinas evita la formacion del
CAS, y también revierte el efecto del CAS sobre la induccién de LTP en la Cl,
sugiriendo que el efecto metapléstico y la memoria del CAS son inducidos y
consolidados conjuntamente (Rodriguez-Duran et al., 2011).

De manera analoga, un reciente estudio reporté que el condicionamiento al
miedo bloquea la induccién de la LTP en la via tAlamo-amigdala lateral. Es
interesante mencionar que la extincion del condicionamiento al miedo también
revierte el efecto del entrenamiento en el condicionamiento al miedo sobre la
induccion de LTP en la amigdala lateral (Hong et al., 2011). Esos estudios
sugieren que los fendmenos metaplasticos forman parte en si del trazo de
memoria.

Por otro lado, se ha propuesto que los cambios metaplasticos inducidos por el
aprendizaje podrian estar afectando la adquisicion de un nuevo aprendizaje. Se
ha reportado que el aprendizaje de una tarea conductual relacionada con el
parpadeo (eye-blink conditioning) induce un decremento a largo plazo de las
corrientes hiperpolarizantes que suceden al potencial de accion (AHP), lo cual
afecta directamente a la formaciéon de un nuevo aprendizaje (Abraham, 2008;
Disterhoft et al., 1988). El decremento en las corrientes AHP se ha observado
en las células piramidales del &rea CA1 hipocampal debido al entrenamiento en
el laberinto de agua de Morris y en la corteza piriforme tras el entrenamiento en
una tarea de discriminacion olfativa. Asimismo se ha propuesto que los
cambios metaplasticos descritos en lineas anteriores pueden facilitar la
adquisiciobn de un nuevo aprendizaje (Abraham, 2008; Brosh et al., 2007;
Cohen-Matsliah et al., 2007; Saar et al., 1998; Zelcer et al., 2006).

MODULACION HOMEOSTATICA DE LA ACTIVIDAD
INTRINSECA

Las células nerviosas se encuentran en modificacidbn constante. Por
ejemplo, se presentan retraimiento y estiramiento de las dendritas, asi como



cambios significativos en el nimero y tamafio de las sinapsis en cuestién de
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Figura 3. El entrenamiento en el CAS madifica la posibilidad de inducir LTP en la CI . El previo
entrenamiento en el CAS inhibe la induccién de LTP en la Cl 48 horas posteriores al entrenamiento (grupo
CAS+LTP48). Dicha modificacion no se observd cuando se presentaron solo el estimulo gustativo
(sacarina; grupo pseudoCAS+LTP) o el estimulo aversivo (cloruro de litio; grupo H,O+LTP) ni cuando no
se entreno a los animales previamente en el CAS (grupo LTP). las graficas representan la media (+ E.S.)
del porcentaje de la pendiente de los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSEs) con respecto a la
linea base (100%) para cada grupo. 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 10
minutos antes y 60 minutos después de la estimulacion de alta frecuencia. Los nameros al interior de
cada gréfica representan la media (+ E.S.) de la pendiente de los PPSEs después de la estimulacion de
alta frecuencia para cada grupo. Escala: 0.4 mV, 9 ms (tomado de Rodriguez-Duréan et al., 2011).

minutos (Engert and Bonhoeffer, 1999; Fonseca et al., 2006; Toni et al., 1999).
Asimismo, proteinas como las que se encuentran involucradas en la plasticidad
sinptica, tienen una vida media de dias, horas y hasta minutos, son
constantemente recicladas por medio de mecanismos de degradacion y
remplazadas por nuevas (Fonseca et al., 2006; Hubener and Bonhoeffer, 2010;
Nagerl et al., 2007). Si las neuronas se encuentran bajo cambios estructurales
constantes y ademas renuevan continuamente sus proteinas, ¢como
conservan sus propiedades -electrofisiologicas, manteniendo en un rango
determinado la intensidad de sus disparos, durante horas, dias, meses y hasta
afios? En este apartado se tocara el tema de la regulacibn homeostatica que
presentan las neuronas a través de la modulacion de las conductancias de sus
canales.



Las neuronas pueden preservar las caracteristicas de las respuestas
postsinapticas, aun cuando existen modificaciones en los canales ionicos
participes de dichas respuestas (Marder and Goaillard, 2006). La excitabilidad
intrinseca se refiere a la propensién de una neurona a responder a un estimulo
determinado y es atribuida al tipo y cantidad de canales que se encuentran
insertados en la membrana de dichas células. La modificacion de la
excitabilidad intrinseca cambia la capacidad de responder de las neuronas y
actualmente se han encontrado mecanismos homeostéaticos que la conservan
en determinado nivel con el fin de mantener una red neuronal estable (Schulz,
2006). El sistema puede, por ejemplo, modular sus propiedades intrinsecas a
través de la compensacion de las conductancias de los canales involucrados
en determinada red de neuronas (Marder and Goaillard, 2006).

En el disparo de una neurona participan las conductancias de diferentes
canales idnicos y cada conductancia de un tipo de canal aporta un elemento
particular al trazo total del potencial de accion. Sin embargo, se ha encontrado
que células neuronales del mismo tipo presentan trazos de corriente muy
similares, a pesar de que la colaboraciéon de los diferentes tipos de canales
varia una respecto de la otra. Por ejemplo, en las neuronas pildricas laterales
del ganglio estomatogastrico del cangrejo se encontr6 que 2 neuronas de
diferentes sujetos presentan variaciones en las proporciones de tres diferentes
corrientes de potasio, a pesar de que los patrones de disparo son casi idénticos
(Schulz, 2006) Se ha observado en células de purquinje que a pesar de
presentar respuestas eléctricas con caracteristicas muy similares, las células
presentan diferentes proporciones de la contribucion de las corrientes de K,
Na* y Ca?, lo cual muestra que existe una compensacion de las
conductancias, aun cuando sean diferentes canales y permeables a diferentes
iones (figura 4; Swensen and Bean, 2005).
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Figura 4. Diferentes proporciones en la participacion de d os tipos de canales iénicos en los
disparos de las fibras de purkinje.  Los trazos muestran diferentes respuestas de las células de Purkinje
a la estimulacién. La grafica muestra las diferentes participaciones de las corrientes de sodio ( (Ina) Y
calcio (Ica) , mientras que la corriente ionica neta (-CdV/dt) se mantiene igual (Tomado de Marder y
Goaillard, 2006).



Se ha sugerido que las neuronas necesitan tener un “nivel de actividad
ideal”, es decir, las conductancias de los canales que participan en el trazo de
la respuesta neuronal deben de ajustarse hasta llegar un nivel determinado de
actividad total. Asimismo, se ha propuesto que para mantener las respuestas
en el nivel deseado, la neurona censa los cambios en la actividad de segundos
mensajeros como el Ca?* o el (AMPc) que son dependientes de la actividad (Yu
and Goda, 2009). Recientemente se ha observado que la entrada de calcio
puede modular homeostaticamente las propiedades intrinsecas de los disparos
de las neuronas, a través de la modulacion de los canales de K* (Toescu and
Vreugdenhil, 2010) la cual es dependiente de el ingreso de calcio a la célula
por medio de canales de calcio dependientes de (D'Angelo, 2010; O'Leary et
al., 2010). Sin embargo, el papel de estos segundos mensajeros en la
modulacion de las conductancias aun esta por esclarecerse.

Plasticidad intrinseca durante el aprendizaje y la memoria

Se ha propuesto que los cambios homeostaticos en la excitabilidad
intrinseca forman parte de los cambios plasticos inducidos durante el
aprendizaje y la memoria (Brager and Johnston, 2007; Turrigiano, 2011), ya
que algunos de estos cambios dependen de la activacion de mecanismos
relacionados con el aprendizaje y memoria como la entrada de calcio, la
activacion de receptores glutamatérgicos metabotropicos o la activacion de
proteina como la cinasa C (PKC) (Brager and Johnston, 2007; Toescu and
Vreugdenhil, 2010). Ademas, se ha reportado que animales entrenados en
diversas tareas de aprendizaje como el condicionamiento clasico o el
condicionamiento al parpadeo presentan incrementos en la excitabilidad
intrinseca del soma y las dendritas (Coulter et al., 1989; Daoudal and Debanne,
2003). Actualmente es considerado que los cambios homeostaticos en las
propiedades intrinsecas son frecuentemente acompafiados de cambios
plasticos de tipo hebbiano (Nelson and Turrigiano, 2008) o de cambios
homeostaticos como el escalamiento sinaptico o la metaplasticidad (Echegoyen
et al., 2007; Nelson and Turrigiano, 2008).

ESCALAMIENTO SINAPTICO

El exceso de actividad en una neurona puede ocasionar que la célula
presente actividad epiléptica o incluso muerte celular por exitotoxicidad,
mientras que la falta de actividad promueve la muerte neuronal por medio de
procesos de degradacion (Hardingham and Bading, 2003). Las células
neuronales requieren de un equilibrio en su nivel de activacion y existe una
serie de mecanismos homeostéticos que ayudan a mantenerlo. Dichos
mecanismos son englobados en un fendmeno que es conocido como
escalamiento sindptico, el cual mantiene en un nivel relativamente estable la
excitabilidad neuronal mediante un incremento progresivo de la eficiencia
sinaptica en respuesta a la inhibicibn prolongada de la actividad, y un
decremento progresivo de la eficiencia sinaptica en respuesta a la actividad
crénica (Pozo and Goda, 2010; Turrigiano, 2008; Yu and Goda, 2009).

En 1998 Turrigliano y su grupo reportaron que el bloqueo crénico de
receptores al GABA (acido y-aminobutrico) durante 48 horas, produce un
decremento progresivo de las corrientes postsinadpticas excitatorias en
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miniatura (CPSEm, figura 5), compensando el aumento en la actividad en
ausencia de dichos receptores. Cuando se presenta inhibicién crénica de los
canales de sodio se produce un incremento en las CPSEm, compensando la
disminucién en la actividad (figura 5; Turrigiano et al., 1998; Turrigiano and
Nelson, 2004). Este fendmeno se ha observado en cultivos de células
neocorticales, hipocampales, de la médula espinal, en el ndcleo accumbes, en
diversos relevos de vias sensoriales como la visual o la auditiva e incluso en
animales in vivo (Abbott and Nelson, 2000; Gao et al., 2010; Knogler et al.,
2010; Whiting et al., 2009), mostrando que las células del SN tienen la
capacidad de integrar los estimulos recibidos para ajustar la eficiencia sinaptica
a través de la modulacion progresiva de sus respuestas sinapticas (Turrigiano,
2011; Turrigiano, 2008).

Los receptores inotropicos glutamatérgicos de tipo AMPA (acido a-
amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazolepropionico) y NMDA juegan un papel
importante en el escalamiento sinaptico (Gainey et al., 2009; Gao et al., 2010;
Shepherd et al., 2006). La modulacion de la expresion e insercion en el espacio
sinéptico de dichos receptores constituye un mecanismo para la regulacion de
la corriente durante el escalamiento sinaptico, ya que se han reportado
incrementos en la cantidad de receptores AMPA y NMDA adosados a la
membrana sindptica en respuesta a la baja actividad y decrementos en
respuesta a la alta actividad (Earnshaw and Bressloff, 2008; Gainey et al.,
2009; Pérez-Otafio and Ehlers, 2005; Watt et al., 2000).
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Figura 5. Escalamiento sinaptico.  La inhibicién por 48 horas de los canales de sodio con TTX promueve
un decremento progresivo de la amplitud de las CPSEm, mientras que, el bloqueo de los canales
inhibitorios GABA provoca un incremento progresivo de las CPSEs. (Tomado de Abbot y Nelson, 2000).

Escalamiento sinéptico durante el aprendizaje y la memoria

Alun cuando existen modelos computacionales del aprendizaje y la
memoria donde se incluye al escalamiento sinaptico (Sullivan and de Sa, 2008;
Yeung et al., 2004), no se conoce con certeza el papel que juega dicho
fenébmeno en el aprendizaje y la memoria. Recientemente se ha reportado que
ciertas moléculas que se encuentran relacionadas con diversas expresiones de
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plastticidad sinaptica se encuentran involucradas en el escalamiento sinaptico.
Por ejemplo, el BDNF promueve el escalamiento sindptico en células
neocorticales (Copi et al., 2005; Liu et al., 2007). También se ha observado que
la inactivacién genética de la proteina adenilato ciclasa revierte los efectos del
escalamiento sinptico, evocado por el bloqueo de los receptores AMPA en
células neocorticales (Gong et al., 2007). Ademés, se ha observado que
proteinas que son activadas en el proceso de transcripciéon como el factor de
transcripcion CREB y el gen de expresion temprana Arc/Arg3.1, son cruciales
para la expresion de el escalamiento sinaptico (Gong et al., 2007; Shepherd et
al., 2006).

A través del escalamiento sinaptico se modula de manera progresiva la
eficiencia sindptica de las neuronas y actualmente se considera que éste
fenomeno conserva las propiedades de los disparos de las neuronas in vivo
cuando éstas se encuentran bajo modificaciones plasticas (Turrigiano, 2008;
Turrigiano and Nelson, 2004). El escalamiento sinaptico podria ser iniciado
junto con los cambios morfoldgicos y en la eficiencia sindptica promovidos por
el aprendizaje, formando asi, parte del repertorio de modificaciones mediante
las cuales el organismo es capaz de almacenar informacion.

CONCLUSIONES

La plasticidad homeostatica es actualmente considerada como una
funcidn que tiene especial importancia para la modulacion de la actividad en el
SN. Los cambios homeostéaticos son considerados parte del repertorio de
mecanismos plasticos que actian en el SN en animales a diferentes niveles
filogenéticos, modulando las respuestas ante los estimulos externos.

Como ya vimos, la plasticidad homeostéatica se encuentra relacionada
con el desarrollo del sistema nervioso, con la estimulacion sensorial asi como
con el almacenamiento de la informacion. Actualmente se considera que los
diferentes mecanismos de plasticidad homeostatica interactian con los
mecanismos hebbianos para modular las respuestas neuronales (Abraham,
2008; Pérez-Otafio and Ehlers, 2005). Por ejemplo, en respuesta la privacion
visual, se ha observado que en la corteza visual relacionada con el ojo privado
se presenta un decremento en la eficiencia singptica (LTD) homosinaptico
dependiente del receptor NMDA y de los receptores a endocanabinoides (Smith
et al., 2009), escalamiento sinptico en respuesta a la falta de estimulacion
(Gainey et al., 2009) asi como una disminucion en el umbral para inducir
subsecuente plasticidad sinaptica (Philpot et al., 2007). Aunado a esto, la
privacion visual promueve un incremento en la eficiencia sinaptica (LTP)
homosinaptica en la corteza visual relacionada con el ojo no privado (Smith et
al., 2009). Estas diferentes expresiones de plasticidad sinaptica iniciados por el
mismo evento muestran como diferentes fendmenos plasticos llegan a
conjuntarse en condiciones naturales, sugiriendo ademas que los cambios
homeostaticos se presentan constantemente en el sistema nervioso y son parte
integral de las modificaciones dependientes de la actividad que modulan el
comportamiento de los animales.

Y, si bien los cambios homeostaticos han estado mas relacionados con
la adaptacion y proteccién de las células neuronales, no se debe dejar de lado
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las evidencias que muestran que estos mecanismos tienen la misma injerencia
gue la plasticidad hebbiana en fenbmenos como el aprendizaje y la memoria.
Juntos, las diferentes formas de plasticidad forman una orquesta de
mecanismos en un equilibrio que sostienen las funciones del SN durante toda
la vida de un individuo.
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