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ABSTRACT

The association between events in time and space is an important mechanism for
all animals, including humans, that allows them to learn about the world and possibly
change their behavior in the future to adapt to different environments. Taste aversive
conditioning (CAS) is a single trial learning paradigm in which animals learn to avoid
a novel taste associated with gastric malaise. Many variables can be analyzed with
this model and the circuits involved are well described. The amygdala and the insular
cortex (IC) are some of the relevant structures involved in memory formation in the
CAS. In the present study we focus on the plastic changes that occur during the
formation of taste-aversive and appetitive memories. Previous studies have shown
that memory consolidation, in hippocampus-dependent paradigms, induces plastic
changes such as an increase in the concentration of proteins considered markers of
neuronal plasticity, such as axonal growth-associated protein (GAP-43) and
synaptophysin (SYN). In the present work, three experiments were carried out where
we evaluated changes in the expression of GAP-43 and SYN, through
immunodetection induced by the formation of aversive and appetitive taste memory
in male rats, measuring the stages of learning, at the time of acquisition, the
evocation and extinction. We found in Acquisition Experiment | that taste-aversive
memory formation induces an increase in GAP-43 in the IC granular
layer.Furthermore, we also found an increase in SYN expression in both layers of
the IC, as well as in the basolateral amygdala (BLA) and central amygdala (CeA). In
Experiment 2 at the recall stage we found an increase in GAP-43 expression in
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appetitive memory in the BLA. In Experiment 3, when evaluating evocation, it was
found that there is an increase in the expression of GAP-43 in the central nucleus of
the amygdala (CeA), in addition to an increase in the expression of SYN in the BLA
and in the CeA, in the extinction of the group that was given an overtraining. These
results suggest that aversive memory representation induces a new circuit (inferred
by an increase in GAP 43). On the other hand, appetitive taste learning (by
saccharin) increased SYN expression in both the IC layers, as well as in the BLA
and CeA without any change in GAP 43. Together, these results indicate that
memory formation aversive memory induces structural and synaptic changes, while
appetitive memory induces synaptic changes; suggesting that aversive and
appetitive memories require a different set of cortical and AMG plastic changes. In
addition, in the overtrained group (Double CAS), more robust changes were
observed with respect to extinction than the group with a single CAS, inferring that
the extinction of an aversive memory in overtraining may induce more plastic

changes.



RESUMEN

La asociacion entre eventos en el tiempo y el espacio es un mecanismo
importante para todos los animales, incluidos los humanos, que les permite
aprender sobre el mundo y potencialmente cambiar su comportamiento en el futuro
para adaptarse a diferentes ambientes. El condicionamiento aversivo al sabor (CAS)
es un paradigma de aprendizaje de ensayo unico en el que los animales aprenden
a evitar un sabor novedoso asociado con el malestar gastrico. Se pueden analizar
muchas variables con este modelo y los circuitos involucrados estan bien descritos.
La amigdala y la corteza insular (Cl) son algunas de las estructuras relevantes
involucradas en la formacion de la memoria en el CAS. En el presente estudio nos
enfocamos en los cambios plasticos que ocurren durante la formacién de las
memorias gustativa aversiva y apetitiva. Estudios anteriores han demostrado que la
consolidacion de la memoria, en paradigmas dependientes del hipocampo, induce
cambios plasticos como el aumento en la concentracion de proteinas consideradas
como marcadores de plasticidad neuronal, como la proteina asociada al crecimiento
axonal (GAP-43) y la sinaptofisina (SYN). En el presente trabajo se realizaron tres
experimentos donde evaluamos cambios en la expresion de GAP-43 y SYN,
mediante inmunodeteccion inducida por la formacién de memoria gustativa aversiva
y apetitiva en ratas macho, midiendo las etapas del aprendizaje, al momento de la
adquisicion, la evocacion y la extincion. Encontramos en el Experimento | de

adquisicion que la formacion de memoria gustativa aversiva induce un aumento de



GAP-43 en la capa granular del Cl. Ademas, también encontramos un aumento en
la expresion de SYN en ambas capas de la Cl, asi como en la amigdala basolateral
(BLA) y la amigdala central (CeA). En el Experimento 2 en la etapa de evocacion
encontramos un aumento en la expresién de GAP-43 en la memoria apetitiva en la
BLA. En el Experimento 3 al evaluar la evocacion se encontré que hay un aumento
de la expresién de GAP-43 en el nucleo central de la amigdala (CeA), ademas un
aumento en la expresion de SYN en la BLAy en la CeA, en la extincion del grupo al
que se le dio un sobre entrenamiento. Estos resultados sugieren que la
representacion de la memoria aversiva induce un nuevo circuito (inferido por un
aumento en GAP 43). Por otro lado, el aprendizaje del gusto apetitivo (por sacarina)
aumento la expresion de SYN en ambas capas la Cl, asi como en la BLA y la CeA
sin ningin cambio en GAP 43. Juntos, estos resultados indican que la formacién de
la memoria aversiva induce cambios estructurales y sinapticos, mientras que la
memoria apetitiva induce cambios sindpticos; sugiriendo que los recuerdos
aversivos y apetitivos requieren un conjunto diferente de cambios plasticos
corticales y en la AMG. Ademas, en el grupo de sobre-entrenamiento (Doble CAS),
se observaron cambios mas robustos con respecto a la extincion del grupo con un
solo CAS infiiendo que la extincion de una memoria aversiva en un sobre-

entrenamiento puede inducir mas cambios plasticos.



ABREVIATURAS
CAS Condicionamiento aversivo al sabor
EC Estimulo condicionado
El Estimulo incondicionado
ClI Corteza insular
BLA Amigdala Basolateral
CeA Amigdala Central
SYN Sinaptofisina
DOBLE Grupo con doble entrenamiento de CAS
I.p. Intraperitoneal
AMG Amigdala
AP Area postrema
DIs Subnucleo dorsolateral
Els Subnucleo exterior lateral
NBM Nucleo basal magnocelular
NTS Nucleo del tracto solitario
PBN Nucleo parabraquial
VPL Ndcleo lateral posterior ventral del talamo
VPM Nucleo ventral posteromedial del talamo.
GAP-43 Proteina de crecimiento axonal

SYN Sinaptofisina
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INTRODUCCION

Una de las propiedades fundamentales del sistema nervioso central es la
capacidad de cambiar, ajustarse o adaptarse durante el desarrollo y la vida adulta.
Este proceso de plasticidad resulta esencial para el aprendizaje y la memoria. El
aprendizaje es el cambio en el comportamiento relativamente permanente, o un
comportamiento potencial, que ocurre como resultado de la practica o experiencia
(Carleton et al., 2010). Se le considera comportamiento potencial ya que el
aprendizaje muy a menudo ocurre sin mostrar inmediatamente el comportamiento
aprendido. Sin embargo, cuando las condiciones son idéneas, se presenta el
cambio en la conducta. Dentro de los diferentes modelos de aprendizaje, el
condicionamiento aversivo al sabor (CAS) tiene varias caracteristicas que han
demostrado su utilidad, como un modelo de aprendizaje muy util para entender las
bases bioquimicas y moleculares de los circuitos neuronales involucrados en la
formacion de la memoria (NUfiez-Jaramillo et al., 2010; Bermudez - Rattoni, 2004).
Este condicionamiento consiste en asociar un sabor novedoso, estimulo
condicionado (EC), con una sustancia que produzca malestar, estimulo
incondicionado (El). Usualmente se utiliza como EC sacarina y como El una
solucion de cloruro de Litio (LiCl), el cual es inyectado intraperitonealmente
(Nachman&Ashe, 1975). La consecuencia de esta asociacion se presenta en la

segunda exposicion con el EC, si el consumo de EC disminuye se concluye que el
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animal aprendié a relacionar el sabor con el malestar gastrico inducido por el LiCl

(Bermudez - Rattoni, 2004).

CAPITULO 1
CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES

1.1 Caracteristicas generales

El condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) es un claro ejemplo de la
respuesta adaptativa hacia un estimulo dafino y tiene como resultado una aversion
a dicho estimulo. La asociacion entre eventos en el tiempo y espacio es un
mecanismo importante en todos los animales, incluyendo al humano, para poder
experimentar y potencialmente cambiar el comportamiento en futuras
circunstancias. EI CAS ha demostrado ser un modelo muy util para el entendimiento
de las bases moleculares del aprendizaje (Bermudez-Rattoni et al., 2004).

El primero en describir este condicionamiento fue John Garcia en 1955,
demostrando que se podia tener una aversion a la sacarina, cuando este sabor era
seguido a una exposicion a rayos gamma. Describiendo asi a la sacarina como el
estimulo condicionado (EC) y los rayos gamma como el estimulo incondicionado
(El). Esto permitié conocer por medio de un modelo sencillo el procesamiento de
estimulos en un aprendizaje fundamental para la supervivencia de las especies y
eventualmente estudiar la formacion de la memoria gustativa (Garcia et al., 1985).

Dentro de este condicionamiento se pueden medir dos trazos de la memoria
gustativa. Por un lado, la respuesta heddnica hacia un sabor determinado que
puede ser facilmente analizada, observando y midiendo los movimientos faciales

en respuesta a un sabor novedoso y cuantificando su consumo Yy, por otro lado, la
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aversion a un sabor. Se ha propuesto que tanto la preferencia a un sabor como la
aversion, son dos extremos continuos de la memoria gustativa. Por lo tanto, la
comida puede ser catalogada como segura familiar o aversiva familiar. Tanto la
memoria aversiva como la segura o apetitiva dependen de un correlato neuronal.
Estas memorias no se procesan paralelamente, si no que tienen correlaciones
similares, pero en un punto existe una diferenciaciébn en el proceso (para una

revision ver Bermudez-Rattoni, 2004).

1.2 Neuroanatomia involucrada en el Condicionamiento Aversivo a los Sabores

Existe una diversidad de trabajos que han demostrado las vias de
sefializacion del gusto (Bermudez-Rattoni, 2004; Yamamoto et al., 1994;
Yamamoto et al., 1998; Ramirez-Lugo et al., 2003). La codificacién inicia desde los
receptores de la lengua y la boca que proyectan a la parte posterior del nacleo del
tracto solitario (NTS) por medio del nervio facial (par craneal VII), y el nervio
glosofaringeo (par craneal IX), y a partir de la laringe y faringe la informacion viaja
a través del nervio vago (par craneal X). Las neuronas del NTS proyectan hacia el
nudcleo parabraquial (NP) y desde esta estructura se proyectan dos vias, una hacia
el hipotdlamo lateral y amigdala (AMG), y otra hacia la parte parvocelular del
ndcleo ventral posteromedial del talamo (VPM). De ahi se manda la informacién
hacia la corteza insular (CI), también se ha descrito que existen proyecciones

bilaterales de la AMG hacia la CI (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de las vias principales del procesamiento del sabor. AMG,
amigdala; AP, area postrema; BLA, nlcleo basolateral de la amigdala; CEA, nucleo
central de la amigdala; CS, estimulo condicionado; dls, subnucleo dorsolateral;
els, subnucleo exterior lateral; Cl. Corteza insular; NBM, nucleo basal
magnocelular; NTS, nacleo del tracto solitario; PBN, nucleo parabraquial; VPL,
nucleo lateral posterior ventral del talamo; VPM, nucleo ventral posteromedial del
talamo. Las lineas solidas representan axones que llevan informacion gustativa o
visceral. Las lineas punteadas representan proyecciones que se saben que estan

involucradas en el CAS (Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).

1.3 Integracién de lainformacion

La informacion referida del sabor y las vias viscerales convergen en diversas
estructuras cerebrales, donde el sabor y el malestar estomacal pueden asociarse,
para formar una memoria gustativa. Muchos de los circuitos descritos se han

concebido como circuitos estaticos, sin tomar en cuenta mecanismos de
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retroalimentacion. Las estructuras involucradas en el CAS que han sido
ampliamente estudiadas son: el NTS, NP, AMG y CI. Se han reportado estudios
de lesiones en el NTS antes de la presentacion del sabor y se da una interrupcion
en la formacién del CAS. Esto no ocurre cuando se lesiona este nicleo después
de la presentacion de sabor, infiriendo asi que el NTS es importante para la
precepcion del sabor, pero no asi para la formacién de la memoria gustativa

(Bernstein et al, 2007).

1.4 Estructuras involucradas en la memoria gustativa

1.4.1 Amigdala

Localizada en el I6bulo temporal, la amigdala es una region heterogénea que
puede ser dividida en varios nucleos. La AMG tiene un complejo arreglo de
conectividad de aferencias y aferencias. En el CAS, la amigdala juega un papel
importante en el sistema gustativo central y en el sistema visceral central (Reilly et
al., 2005). La informacién que constituye el sabor esta relacionada con varias
estructuras cerebrales, como ya se explicd previamente, pero las proyecciones de
la CeA, la corteza gustativa (Cl), y las fibras que conectan estas estructuras, son
ampliamente consideradas como fundamentales para la adquisicion, consolidacion
y evocacion del CAS (Gutiérrez et al., 1999; Miranda et al., 2003; Bernstein et al.,
2007).

También existe evidencia que la conectividad estrecha del BLA y la ClI, es

vital para la adquisicién de la memoria gustativa, ya que por estudios de lesiones
de esta via se observa un efecto en la adquisicién del condicionamiento (Guzman-

Ramos et al., 2012; Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991). Ademas de que se ha
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demostrado que la CeA esté involucrada en el CAS también se ha observado por
medio de estudios de C-fos (marcador de actividad celular) que el CeA juega un
papel fundamental en el procesamiento de sabores novedosos (Bernstein et al.,
2007). Partiendo de esta evidencia, en el presente estudio evaluamos a GAP-43 'Y
SYN como posibles cambios plasticos en el BLA y en la CeA en la formacion de la

memoria aversiva y la memoria apetitiva.

1.4.2 Cortezainsular

La corteza insular o insula (Cl) se encuentra ubicada en el I16bulo lateral del
cerebro, dentro del surco lateral (cisura de Silvio), que separa las cortezas, temporal
y parietal inferior. La Cl se divide en tres capas: granular, disgranular y agranular.
También se ha observado que en el nivel mas superior de la insula recibe
proyecciones de: informacion visceral y somato sensorial (dolor y temperatura). Por
otra parte, se ha demostrado por medio de estudios de lesiones permanentes o
temporales que la Cl juega un papel importante en la consolidacion y retencion de

la memoria en el CAS (Bernstein et al., 2005; Rodriguez-Garcia et al., 2016).
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CAPITULO 2

PLASTICIDAD NEURONAL

La plasticidad es un término muy utilizado en neurociencias. En el caso del
sistema nervioso central, se define como la capacidad de ajustarse o adaptarse
durante el desarrollo y la vida adulta (Purves et al., 2001). Esta propiedad general y
fundamental del sistema nervioso, esta asociada a diversos eventos, como el
aprendizaje, la memoria, la estimulacion eléctrica, el ejercicio, etc. (Kolb y Whishaw,
1998). La forma mas conocida de plasticidad neuronal es la plasticidad sinaptica,
gue se refiere a los cambios a corto, mediano y largo plazo, que se expresan en la
reduccion o en el incremento de la eficiencia sinaptica (Bendotti et al., 1994). Existen
dos formas principales de la plasticidad sinaptica: homosinaptica y heterosinaptica.
La plasticidad homosinaptica esta relacionada con la sinapsis misma, la cual permite
gue la cantidad de neurotransmisor se modifigue como resultado de una actividad
previa en la terminal. La plasticidad heterosinaptica se refiere a sinapsis que fueron

tetanizadas indirectamente a través de otra entrada (Palikhova, 2000).

En buena medida, la plasticidad del sistema nervioso concierne, pues, a la
posibilidad de modificacién del tipo, forma, nimero y funcién de las sinapsis y, por
ende, de los circuitos neuronales. Procesos tan dispares como el aprendizaje y la
memoria, la respuesta a situaciones fisioldgicas diversas (el embarazo o la sed) y
la recuperacion después de sufrir lesiones tienen, por base comun, la plasticidad
sinaptica. Pero la funcion del tejido nervioso solo puede comprenderse si tomamos

en consideracion las otras células caracteristicas de este tejido, las gliales. Desde
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hace tiempo se sabe que el numero de células gliales duplica el de neuronas y que
la glia constituye aproximadamente la mitad de la masa del tejido nervioso

(Hernandez-Muela et al., 2004).

Estudios realizados en distintos invertebrados como es el caso de la aplysia
o la mosca de la fruta (Quinn et al., 1974), condujeron a varias generalizaciones a
cerca de los mecanismos neurales que subyacen a la plasticidad en el sistema
nervioso adulto que presumiblemente se extienden a los mamiferos y a otros
vertebrados. Primero, la plasticidad conductual puede surgir con claridad de los
cambios plasticos en la eficacia de la transmisién sinaptica. Segundo, estas
variaciones de la funcién sinaptica pueden ser efectos a corto plazo que dependen
de la modificacién post-traduccional de proteinas singpticas existentes o cambios
prolongados que requieren modificaciones en la expresion genética, la sintesis de
proteinas nuevas y tal vez incluso el crecimiento de sinapsis nuevas (o la
eliminacién de las existentes). Los mecanismos de plasticidad sinaptica en los
mamiferos se desarrollan en escalas temporales que varian desde milisegundos
hasta dias, semanas o0 mas. Las formas de plasticidad a corto plazo, que duran
minutos o menos, se estudiaron en maximo detalle en las sinapsis musculares
periféricas, las mismas en las que se probd6 su validez para el conocimiento de los

mecanismos béasicos de la transmision sinaptica (Purves et al., 2001).

La facilitacidn sinaptica, que es un aumento transitorio en la fuerza sinaptica,
se desarrolla cuando dos potenciales de accidon o mas invaden la terminacién pre-
sinaptica en intima sucesion (Sagi et al., 2012). La facilitacion conduce a que se

libere mas neurotransmisor con cada potencial de accién sucesivo, lo que hace que
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aumente progresivamente el potencial de placa terminal post-sinaptico. Es mas
probable que la facilitacion sinaptica sea resultado de la elevacion prolongada de
los niveles pre-sinapticos de calcio luego de la actividad sinaptica. Si bien el ingreso
de Ca+ en la terminacién pre-sinaptica se desarrolla en un milisegundo o dos,
después de la invasién de un potencial de accion, los mecanismos que retornan el
Ca+ hasta los niveles de reposo son mucho mas lentos. Por lo tanto, cuando los
potenciales de accidn aparecen juntos tienden a aumentar el calcio dentro de la
terminal y en consecuencia un potencial de accién pre-sinaptico ulterior libera méas

neurotransmisor (Bliss et al., 1993).

La transmision sinptica puede también verse disminuida luego de la
actividad sinaptica repetida. Esta depresion sinaptica, se desarrolla cuando se
presentan muchos potenciales de accién pre-sinapticos en rapida sucesion, y
depende de la cantidad de neurotransmisor que se liberd. La depresion surge por la
deplecién progresiva de vesiculas sinapticas disponibles para la fusion en estas
circunstancias. Durante la depresion sinaptica, la fuerza de la sinapsis declina hasta
que las vesiculas sinapticas pueden recuperarse mediante los mecanismos

involucrados en el reciclado de las vesiculas sindpticas (Purves et al., 2001).

La facilitacién, la depresion y la potenciacién postetanica pueden modificar
brevemente la transmisién sinaptica. Aunque es probable que estos mecanismos
sean responsables de muchos cambios breves en el circuito encefalico, no pueden
proporcionar la base para las memorias u otras manifestaciones de plasticidad
conductual que persisten durante semanas, meses o afios. Como podria esperarse,

muchas sinapsis en el sistema nervioso central de los mamiferos muestran formas
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duraderas de plasticidad sinaptica que son sustratos plausibles para cambios mas
permanentes en el comportamiento. Debido a su duracion, se cree que estas formas
duraderas de plasticidad sinaptica son los correlatos celulares del aprendizaje y la

memoria (Thome et al., 2014; Frey et al., 1998).

2.1 Mecanismos asociados a la plasticidad

Como ya se menciono una caracteristica que define al cerebro, es su notable
capacidad de sufrir remodelacion funcional y morfolégica a través de diferentes

mecanismos de plasticidad. A continuacion, se describiran los més estudiados

2.1.1 Sinaptogénesis

La expresion maxima de la plasticidad neural de un organismo se observa
durante el desarrollo en el periodo de sinaptogénesis. En este periodo, las sinapsis
pasan por ciclos de formacion y regresion. El proceso de renovacion sinaptica
abarca cuatro etapas: desconexién de las sinapsis; iniciacién y crecimiento de
nuevas terminales axonales; formacion de nuevos contactos sinapticos, Yy
maduracion de las nuevas sinapsis, es decir, aparicion de vesiculas sinapticas y
densidades pre y postsinapticas. En cada uno de estos pasos, la glia interviene
activamente (Grasselli et al., 2013). Las terminales presinapticas que participan en
la renovacion de sinapsis surgen de axones preexistentes, en un proceso de
formacion de brotes axonales. La formacion de brotes axonales es independiente
de la posible formacion subsecuente de nuevas sinapsis. De hecho, en el SNC, los
brotes frecuentemente degeneran y nunca llegan a establecer sinapsis. El término

brote axonal designa simplemente un tipo de respuesta de crecimiento, que puede
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0 no ser el primer paso en la formacion de una nueva sinapsis. En todo caso, el
proceso de renovacion de sinapsis y su importancia evolutiva estan en el origen y
son el eje de la plasticidad neural. Un sistema nervioso con mayor capacidad de
renovacion de sinapsis y, por lo tanto, con mayor plasticidad de sus circuitos

neurales confiere una ventaja adaptativa al organismo (Waites et al., 2005).

En el adulto, la busqueda en el aumento del numero de sinapsis inducida por
el aprendizaje ha resultado una tarea dificil y ha dado lugar a resultados
contradictorios. Algunos argumentos indirectos vienen de estudios que muestran
una modulacién en el nimero de la sinapsis por hormonas o estrés, de manera que
se correlaciona con la capacidad de aprendizaje. Se ha demostrado que roedores
expuestos a ambientes enriquecidos, muestran un crecimiento dendritico, un
incremento en espinas y cambios en el niUmero de sinapsis en diferentes regiones
cerebrales (Markham y Greenough, 2004). Un claro ejemplo es el aumento de
receptores NMDA dependiente de la densidad de las espinas, observado en la
region CA1 del hipocampo 24 horas después de entrenar a ratas en un aprendizaje
asociativo, dependiente del hipocampo (Leuner et al., 2003). También se demostrd
un incremento en la densidad de las espinas en la AMG después de un

condicionamiento al miedo (Radley et al., 2006).

En el presente trabajo nos enfocamos en el proceso de sinaptogénesis en el
CAS. Varios investigadores han relacionado la sinaptogénesis con el aprendizaje,
en donde han observado que la induccién de plasticidad y el aprendizaje pueden
generar un remodelamiento en los circuitos neuronales ya sea a través de

sinaptogénesis de novo o una serie de rangos morfolégicos que puede conducir a
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un aumento en la fuerza sinaptica y la aparicion de nuevas unidades funcionales.
Esto puede incluir, ramificaciones de espinas y botones multisinapticos, junto con la
conversion funcional de una sinapsis silente a una sinapsis activa (Marrone, 2007).
Esta claro, que la caracterizacibn completa de estos cambios después del
aprendizaje en diferentes estructuras y en relacion con diferentes formas de
memoria requiere mayor investigacion (Breul- Jungerman et al., 2007). Después de
realizar un andlisis sobre los cambios estructurales después de un aprendizaje
dependiente del hipocampo, Marrone (2007) concluye que los cambios mas
comunmente observados son: un alto incremento en la densidad de los botones
multisinapticos, particularmente en CA1; incremento en la densidad de espinas, un
incremento en el tamafo y en la densidad de sinapsis perforadas mayoritariamente
en CA3y en el giro dentado. El andlisis también revela una mayor inclinacion para
mostrar incrementos de la densidad de espinas relacionadas con el aprendizaje en

las areas corticales que en areas hipocampales (Grasselli et al., 2013).

2.1.2 Neurogénesis

Altman en 1965 fue el primero en sugerir que la formacién de nuevas
neuronas (neurogénesis) continda generandose a lo largo de la vida adulta. En el
cerebro de los mamiferos, la neurogénesis en el adulto se ha identificado
claramente en el giro dentado del hipocampo y el bulbo olfatorio, aunque también
se ha observado en otras regiones del cerebro en respuesta a dafio cerebral. La
neurogénesis en el adulto es un proceso lento que involucra la proliferacion de
células progenitoras comprometidas a un fenotipo neuronal, maduracién

morfologica y fisiolégica con el desarrollo de caracteristicas neuronales funcionales
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e integracion sinaptica dentro de las redes neuronales ya existentes. En el giro
dentado, las células progenitoras neurales localizadas en la zona subgranular, dan
lugar a la amplificacién de progenitores transitorios que se diferencian en nuevas
neuronas inmaduras y migran a nivel local dentro de la capa celular granular, donde

maduran dentro de las células granulares dentadas (Toda et al., 2018).

Miles de neuronas nacen diariamente sin embargo, una larga proporcion no
completan su maduracién y mueren por apoptosis en las primeras semanas
(Kempermann et al., 2003). Son varios factores los que pueden regular la
neurogénesis e influenciar el destino de las nuevas células, promoviendo ya sea su
supervivencia o su muerte. Esto incluye casi todos los neurotransmisores, hormonas
y factores de crecimiento, asi como también factores epigenéticos y factores
ambientales extrinsecos como el estrés, el aislamiento social, el abuso de drogas,
el consumo de alcohol, el envejecimiento como un regulador negativo y el

aprendizaje como un regulador positivo (Abrous et al., 2005).

La neurogénesis juega un papel importante en el aprendizaje y la memoria,
ya que se ha demostrado que una reduccién de la neurogénesis en el adulto afecta
el condicionamiento de miedo al contexto y algunos aprendizajes espaciales

(Madsen et al., 2003; Saxe et al., 2006).

2.1.3 Expresién de proteinas

Dentro de la plasticidad sinaptica juegan un papel muy importante una gran
variedad de familias de proteinas, donde algunas de ellas guian el crecimiento

axonal, como es el caso de la GAP-43. Otra familia de sinapsinas, sinaptoporinas y
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sinpatogirinas, son fundamentales en la liberacion del neurotransmisor y existen
algunas mas que ayudan a modular este proceso como es el caso de las
neurotrofinas que son una familia de proteinas que estan involucradas en la

plasticidad sinaptica en el cerebro adulto.

Se ha propuesto que la sintesis de nuevas proteinas inducida por el
aprendizaje desempefia un papel fundamental en el proceso de consolidaciéon. Por
ejemplo, Callaghan y colaboradores en el 2013, observaron que las neurotrofinas
juegan un papel muy importante en el reconocimiento de la memoria a corto y largo
plazo. Por otro lado, no solo las neurotrofinas estan involucradas en procesos de
memoria, por ejemplo Lerch y colaboradores (2011) evaluaron una posible relacién
entre los cambios macroestructurales, observados por imadgenes de resonancia
magnética con alta resolucion y los cambios microestructurales. Ratones que fueron
entrenados durante cinco sesiones en el laberinto acuéatico de Morris, después de
evaluarle la memoria espacial, muestran crecimiento en el volumen del cuerpo
estriado y del hipocampo. La inmunohistoquimica revelé que la tincién para GAP-
43, un indicador de los cambios en la morfologia pre-sinaptica y post-sinaptica
correlacionaba con los cambios de volumen. Por el contrario, los marcadores de las
neuronas y el nimero o el tamafio de astrocitos no correlacionaron. Por lo tanto, la
remodelacion sinaptica es un candidato que, podria explicar los cambios de
volumen dependientes de la experiencia. Aunque parece poco probable que estos
cambios por si solos sean suficientes para explicar los aumentos de volumen en el

estriado e hipocampo (Johansen-Berg et al., 2012).
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La sinaptogirina | y sinaptofisina | son proteinas abundantes en vesiculas
sinapticas que en conjunto representan = 10% del total de proteinas de vesiculas.
Estdn compuestas por 4 regiones transmembranales y tienen una cola
citoplasmatica tirosin-fosforilable. Las funciones de sinaptogirina | y sinaptofisina no
estan del todo claras. En las células PC12 transfectadas, sinaptofisina | vy
sinaptogirina | son inhibidores potentes de la exocitosis (Sugita et al., 1999).
Sorpresivamente un knockout de la sinaptofisina I, resulta en un fenotipo no
detectable, es decir, no genera efectos en el desarrollo, o a nivel conductual. Es
posible que esta falta de un efecto del knockout de sinaptofisina I, pudiera deberse
a la redundancia causada por la presencia de sinaptoporina o sinaptogirinas
(McMahon et al., 1996). Janz y colaboradores en 1999 observaron por medio de
registros electrofisiologicas de la regiéon CA1l del hipocampo que la plasticidad
sindptica de corta y larga duracion se redujo en un raton con doble knockout de

sinaptofisina | y sinaptogirina .

2.1.3.1 GAP-43

La proteina asociada a crecimiento GAP-43, es una proteina acida de
membrana de 43 kilodaltones (kD). Esté involucrada en fendmenos de plasticidad
como la potenciacién a largo plazo (LTP, por sus siglas en ingles). Durante la LTP,
los mecanismos de fosforilacion juegan un papel importante; la proteina cinasa C
se activa por estimulacion de alta frecuencia y en la LTP hay un incremento
prolongado de la fosforilacion de GAP-43. La fosforilacion de GAP-43 es
responsable de la interaccion con los fosfolipidos acidicos, en particular, P1 (4,5) P2,

calmodulina y filamentos de actina, que al interactuar con Pl y P2 ayuda a mediar el
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crecimiento neuritico, aunque también podria regular la exocitosis y endocitosis
(Hinz et al., 2001). Ademas, se ha demostrado que GAP-43 est4 involucrada con
proteinas del reciclaje vesicular y la fosforilacion de GAP-43 se ha relacionado con
la liberacién de noradrenalina en sinaptosomas (Robinson et al., 1993). En cerebros
de ratas en desarrollo, la GAP-43 es el principal componente del cono axénico en
crecimiento. En el adulto, es abundante en las membranas sinapticas de los axones
de las terminales maduras y juega un papel clave guiando el crecimiento de axones,
modulando la formacion de nuevas conexiones y la liberacién del neurotransmisor
(Benowitz y Routtenberg, 1997). El desarrollo neuronal y la formacion de las redes
sinpticas esta asociada a la expresion especifica de un grupo de proteinas. Varias
moléculas contribuyen a la generacién de estos mecanismos. La GAP-43, es de
particular interés ya que es una proteina presinaptica altamente expresada en los
conos de crecimiento y también utilizada como un marcador para sinapsis formadas
recientemente. Existe evidencia que indica que tanto el RNAmM de GAP-43 y la
proteina incrementan durante el periodo de la formacion de la red sinaptica.
Después de que la red sinaptica esta establecida, se suprime la expresién de GAP-
43 en una gran cantidad de regiones del cerebro, con excepcion del hipocampo que

tiene un alto grado de plasticidad sostenida (Hulo et al., 2002).

Se ha estudiado ampliamente esta proteina, por su participacién en procesos
cognitivos, como el aprendizaje y la memoria (Routtenberg et al., 2000). Holahan y
colaboradores en el 2007, encontraron que ratones transgénicos que
sobreexpresaban moderadamente GAP-43, mejoran en memoria en una prueba de

laberinto acuatico. Sin embargo, en ratones que sobreexpresaban la proteina,
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puede producir una “neuroplasticidad sobrecargada”, la cual conduce a eventos
degenerativos que culminan en una disfuncién en la memoria (Holahan et al., 2007).
Estos resultados sugieren que GAP-43 es determinante en la pre-sinapsis para el
crecimiento neuritico y la formacion de nuevas redes neurales. También, se ha
demostrado en una tarea de memoria espacial que las ratas muestran mayor
expresion de GAP-43 en la corteza cingulada anterior cuando realizan la tarea por
30 dias comparado con el grupo de retencién de 1 dia (Maviel et al., 2004). En otro
experimento, ratones entrenados en diferentes versiones de la prueba del laberinto
de agua mostraron una correlacion positiva entre cambios volumétricos en el
hipocampo, evaluados por resonancia magnética y tincion GAP-43 después del

entrenamiento (Lersh et al., 2011).

2.1.3.2 Sinaptofisina

La sinaptofisina (SYN) es una proteina integral de membrana de 38 kD y es
un componente de las membranas vesiculares pre-sinapticas de las neuronas del
cerebro, médula espinal y retina (Wiedenmann y Franke, 1985). La sinaptofisina
junto con la sinaptogirina son proteinas vesiculares sinapticas abundantes y
corresponden alrededor del 10% del total de las proteinas sinapticas. La
sinaptofisina estd compuesta por cuatro regiones transmembranales y una cola
citoplasmatica de tirosina fosforilable. La fosforilacion la lleva a cabo c-src, una
tirosin-cinasa, in vitro mientras que in vivo la lleva a cabo una src-like tirosin-cinasa
en las vesiculas sinapticas (Barnekow et al., 1990). Se ha observado que Syn junto
con sinaptogirina son inhibidores potentes y reguladores de la exocitosis (Sugita et

al., 1999), Se han propuesto varias funciones para la Syn, una de ellas es que puede
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ser parte de un componente del poro de fusién, el cual se define como una
estructura que une dos membranas opuestas. También, podria estar relacionada
con la regulacion de la liberacion del neurotransmisor de acetilcolina
(microinyecciones de anticuerpos de SYN, dentro de las neuronas motoras
bloguean la neurotransmision neuromuscular) (Valtorta et al., 2004).

Con respecto a los procesos cognitivos, se le ha relacionado con el
aprendizaje y la memoria (Mokin et al., 2007). Smith y colaboradores en el 2000,
demostraron que la disminucion de SYN en los circuitos del hipocampo esta
relacionada con deficiencias en el aprendizaje por el deterioro dado por la edad. Se
utilizé un microscopio laser confocal de barrido para cuantificar los cambios en la
tincion de inmunofluorescencia para la glicoproteina de la vesicula presinaptica,
sinaptofisina (SYN), en los principales circuitos del hipocampo. Se encontr6 que en
los sujetos ancianos con déficits de aprendizaje espacial muestran reducciones
significativas en la inmunoreactividad para SYN en el area CA3 lacunosum -
moleculare (LM) del hipocampo en relacion con cualquiera de las ratas controles o
jovenes emparejados por edad. Estos hallazgos fueron los primeros en demostrar
que existe un patron de circuito especifico en la organizacién del hipocampo y la
importancia de SYN en procesos de aprendizaje. En el 2008 Nihianantharajah y
Murphy, encontraron un incremento en los niveles de expresion de SYN en el nacleo
basolateral de la amigdala, en animales que habian sido entrenados en
condicionamiento al miedo. En cambio, el grupo que no habia aprendido (grupo
control), no presento dicho aumento. También se sabe que ratas senescentes con
alteraciones del aprendizaje espacial, mostraron una reduccion de la

inmunorreactividad a SYN en CA3 en comparacion con los animales control (Smith
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et al., 2000). Ademas, los ratones knockout de SYN muestran alteraciones en el
aprendizaje y la memoria que reduce el reconocimiento de objetos novedosos y el

aprendizaje espacial (Schmitt et al., 2009).

CAPITULO 3
PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

El CAS es un aprendizaje importante para la sobrevivencia de las especies
ya que permite desarrollar una respuesta adaptativa hacia un estimulo dafino
produciendo una aversion a dicho estimulo, evitdndolo en el futuro. Ademas, el CAS
es un modelo muy utilizado para estudiar las bases moleculares del aprendizaje y
se ha identificado el circuito neuronal que participa en este aprendizaje. Dentro de
las &reas involucradas en el CAS, la corteza insular o gustativa (CI) y la amigdala

(AMG) participan activamente en la memoria gustativa.

Por otro lado, diferentes lineas de investigacion han demostrado cambios de
expresion en SYN y GAP-43 (biomarcadores de cambios plasticos; Valtorta et al.,
2004) en diferentes tipos de aprendizaje (Nithianantharajah et al., 2008;
Routtenberg et al., 2000). En el presente estudio evaluamos los posibles cambios
plasticos, utilizando GAP-43 y SYN, generados en el condicionamiento aversivo al
sabor (CAS), asociados la memoria aversiva y la memoria apetitiva, en la ClI, capas

granular y agranular, y en la AMG, central y basolateral.
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CAPITULO 4

HIPOTESIS Y METODOLOGIA

4.1 HIPOTESIS

Las memorias aversiva y apetitiva induciran mayores niveles de expresion de
GAP-43y SYN en la Cl y AMG después de los procesos de adquisicion, evocacion

y extincion en el CAS.

4.2 OBJETIVOS GENERALES

Evaluar la expresion de las proteinas GAP-43 y SYN que ocurren durante
formacion de memoria gustativa apetitiva y aversiva del condicionamiento aversivo

a los sabores en la Cly la AMG.

4.2.1 Objetivos particulares

Evaluar la expresion de GAP-43y SYN en AMG y Cl:

e 24 hrs después de la adquisicion.
e 24 hrs después de la primera evocacion.
e Después de la extincion (cuando los grupos tengan el mismo consumo de

sacarina).
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4.3METODO GENERAL

4.3.1 Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso entre 250 a 300
gramos, mantenidos en un ciclo de luz-oscuridad invertido (12:12hrs) con comida y
agua ad libitum, excepto durante el CAS. Los experimentos se llevaron a cabo de
acuerdo con el “Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud” de la Secretaria de Salud de México que sigue los lineamientos del
NIH para el uso y cuidado de animales y aprobado (070/301,214) por el Comité de

Atencion Animal del Instituto de Neurobiologia.

4.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental para evaluar cambios plasticos por medio de
GAP-43 y sinpatofisina se dividié en tres experimentos. En el primer experimento se
evaluaron posibles cambios plasticos en la memoria aversiva y gustativa después
de la adquisicién del condicionamiento, en el segundo experimento se evaluaron
cambios plasticos después de la primera evocacion y en el tercer se evaluaron
cambios plasticos después de la extincién del condicionamiento. En la Figura 2 se
muestra el esquema y los grupos de cada experimento indicando cuando se

evaluaron GAP-43y SYN.
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EXPERIMENTO 1

ADQUISICION
Linea Base
N | | |
| [ I T
Dia1l Dia 4 Dia 5 Dia 6
(Adquisicién)
GRUPO CONTROL (C) —— agua + i.p. Sol. Salina
GRUPO CAS ——> Sacarina 0.1% + i.p. LiCl
GRUPO APETITIVO (SAC) —> Sacarina 0.1% + i.p. Sol. Salina
EXPERIMENTO 2
EVOCACION
Linea Base
I | | |
| I T T
Dia 1 Dia 4 Dia5 Dia 6
(Evocacion)
GRUPO CONTROL (C) ——> agua + i.p. Sol. Salina
GRUPO CAS —> Sacarina 0.1% + i.p. LiCl
GRUPO APETITIVO (SAC) —> Sacarina 0.1% + i.p. Sol. Salina
EXPERIMENTO 3
EXTINCION
Linea Base
y ------mmomomomomomoo-- I | X
| | | 1
Dial Dia 4 Dia 5 Dia 12
(Extincion)

l

GRUPO CONTROL (C) ———> agua + i.p. Sol. Salina
GRUPO CAS ——> Sacarina 0.1% + i.p. LiCl
GRUPO APETITIVO (SAC) —> Sacarina 0.1% + i.p. Sol. Salina
GRUPO DOBLE CAS (DOCLE) ——= Sacarina 0.1% + i.p. Sol. Salina, por

dos dias consecutivos.

Figura 2. Diagrama describiendo los tres experimentos disefiados para evaluar los

cambios plasticos por medio de GAP-43 y sinaptofisina. El disefio fue el mismo, asi
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como los tratamientos para los diferentes grupos. Lo que cambia es el momento del
sacrificio: Experimento 1 después de la adquisicion; Experimento 2 después de la

evocacion; Experimento 3 después de la extincion.

4.5 PROCEDIMIENTO

4.5.1 CAS

Antes de realizar el CAS, las ratas fueron privadas de agua 24 hrs antes del
experimento, y entrenadas a tomar agua en una sesion de 20 minutos (mafiana)
durante 4 dias, con el fin de obtener una linea base de consumo. El consumo fue
registrado diariamente por medio de probetas graduadas de 50 ml. En el quinto dia
(adquisicion), el agua fue sustituida por una solucion de sacarina al 0.1% (estimulo
condicionado, EC), 30 min después Ilos animales fueron inyectados
intraperitonealmente (i.p.) con una solucion de cloruro de litio (LiCl; 7.5ml/kg i.p.,
0.2M) (estimulo incondicionado, El). En el dia 6 las ratas fueron divididas
aleatoriamente en tres grupos para cada experimento como se explicara a detalle

mas adelante.

4.5.2 Inmunohistoquimica

4.5.2.1 Expresion de GAP-43y SYP.

Al final de cada experimento los animales fueron inyectados i.p. con una
sobredosis de pentobarbital soédico, para ser perfundidos por medio de puncion
intracardiaca. Primeramente, se perfunde con PBS 0.1M pH 7.4, después con una

solucion de paraformaldehido al 4%, los cerebros fueron extraidos, y se pusieron en
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una solucion de sacarosa al 30%, hasta que la densidad del tejido sea igual que la
sacarosa y precipite. Posteriormente, se realizaron cortes coronales de 35 um de
grosor, colectandose tres series alternadas de la amigdala y corteza insular. Para
medir los niveles de expresion de GAP-43 y SYN, se realizO una
inmunofluorescencia, las secciones fueron bloqueadas con un agente de bloqueo
del sistema de coumarina (TSA), después se incubaron en el anticuerpo primario
policlonal anti-conejo anti-GAP-43 (1:600) (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) o
con un anticuerpo primario policlonal anti conejo anti-Sinaptofisina (1:2000)(Santa
Cruz Biotechnology Inc., USA). Después de la incubacion por 24 hrs con el
anticuerpo primario, se procedié a realizar lavados con PBS 0.1M pH 7.4, y se
incubaron las secciones en un anticuerpo secundario biotinilado hecho en cabra,
anti-conejo IgG a una dilucién 1:400 (VECTOR Labs). Después se realizaron varios
lavados y posteriormente los cortes se retaron con un kit de amplificacion (TSA, Plus
Cyanine 3 System, PerkinElmer, Inc.) por 30 min. Se realizaron lavados y finalmente
se incubaron por 5 min con anti-Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich). Se realiz6 un
analisis comparativo, entre la expresion proteica de GAP-43 y SYN en las distintas
estructuras de interés, comparando la densidad 6ptica observable en fluorescencia
y por medio de histoquimica y no se encontraron diferencias significativas, por lo
tanto se procedid para los experimentos 2 y 3 una inmunohistoquimica, siguiendo
el mismo procedimiento de secciones aleatorias del experimento uno y utilizando
los mismos anticuerpos primarios del experimentos uno, lo Unico que cambio en el
revelado de las secciones, El producto de reaccion se visualizd incubando el tejido

durante 5 minutos en 30 mg de diaminobencidina en 100 ml de solucién salina
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tamponada con Tris HCI 0,05 M, pH 7,4 que contiene 30 p1 de H, 02 (30%) ademas

se aflade 5 ml de niquel.

4.5.3 Analisis estadistico

En cada experimento los datos del CAS mostraron una distribucién normal
y homogeniedad de varianza. Por lo tanto, se analizaron mediante una ANOVA de
dos vias de medidas repetidas; se realizaron comparaciones post hoc con la prueba
de Fisher. Los datos de la densidad oOptica (DO) se analizaron mediante ANOVAS
de una via, para cada area del cerebro. Las comparaciones post hoc se realizaron
con la prueba de Fisher. Un nivel de probabilidad de <0,05 se acepté como

significancia estadistica.

CAPITULO 5
EXPERIMENTO 1 Evaluacion de GAP-43 y SYN 24 hrs después de la adquisicion.

5.1 METODO

5.1.1 Grupos y tratamientos

Se utilizaron un total de 24 ratas macho a las que se les dio un
entrenamiento de cuatro dias de consumo de agua por 20 min diarios en probetas
graduadas de 50 mililitros. En el quinto dia se dividieron aleatoriamente en tres
grupos:1) Grupo control: recibié agua 2) Grupo CAS: recibié sacarina con una
inyeccion i.p. de LiCl 30 min después del consumo; 3) Grupo apetitivo: recibio
sacarina con una inyeccion i.p. de NaCl 30 min después del consumo (N=8 por

grupo). 24 hrs después de la adquisicion se sacrificaron los sujetos.
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5.1.2 Andlisis de imagenes

Las imagenes se obtuvieron en un microscopio confocal Zeiss LSM 700
con el objetivo 63X. Después de localizar el area de interés, seleccionamos la
opcién de mosaicos y se delined el segmento de cerebro con la Configuracion de
region de mosaico, utilizando cuadros de 8 x 8 (800um x 800um). Determinamos la
intensidad media de fluorescencia para los canales individuales en el area de interés
delimitando con la herramienta de seleccion a mano alzada creando una mascara
para el andlisis basado en el atlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson (2013).
La mascara, para cada area de interés, se utilizé para todas las secciones y todos
los sujetos. El andlisis de la densidad optica (DO) se realiz6 utilizando el software
Zeiss Axion Vision 4.8v siguiendo el procedimiento (Wallrafen et al., 2019). ElI DO
fue comparado con el grupo control y expresado en pixeles / mm2. Se analizaron 8
secciones alternas para cada proteina. El andlisis se hizo bilateral para cada seccion
obteniendo la media. Después, obtuvimos la media de las 8 secciones por sujeto
experimental. Para cada proteina analizamos las capas granulares y agranulares

de la Cl, el BLA y el CeA. El DO fue realizado por un observador ciego.

5.2 RESULTADOS EXPERIMENTO 1

Consumo de sacarina

El ANOVA de dos vias de medidas repetidas no reveld diferencias
significativas en el consumo de agua durante la linea base (dia 1-4) o en el consumo
de sacarina durante la adquisicion del CAS, dia 5 [grupo (2,119) F =0,27; P = 0,765;
sesion (4,119) F = 2,37; P = 0,07; grupo por sesion (8,119) F = 0,73; P = 0,98]
(Figura 2).
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Figura 3. Consumo (ml) en los diferentes grupos durante el condicionamiento. Grupo
1: Control (CTRL), Grupo 2: Apetitivo (SAC), Grupo 3: CAS. No hubo diferencias
significativas.
Expresion de GAP-43 en corteza insular

En la Figura 5 se observa una imagen representativa de la expresion de
GAP-43 en la Cl. Se comparo la densidad 6ptica en los 3 grupos (Control, CAS y
Apetitivo) en la capa granular. EI ANOVA reveld una diferencia significativa (F (2,
17)=4,177; P = 0,036); Los andlisis post hoc revelaron que el grupo con CAS tenia
una mayor densidad de sefial de GAP-43 en comparacion con el grupo de control

(p =0.02) y el grupo apetitivo (p = 0.03) No se encontraron diferencias significativas

entre grupos en la capa agranular (P = 0,75; Figura 4).
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GAP-43 EN CORTEZA INSULAR
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Figura 4. Expresion de la densidad éptica de GAP-43 en las capas granular y
agranular del CI en los tres grupos (Control, CAS y Apetitivo; N = 6 por grupo). *

Diferente de los grupos control y apetitivo, P <0,005.
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Figura 5. Inmunofluorescencia de la expresiéon de GAP-43 en la capa granular (A) y
agranular(B) de la corteza gustativa. (c) Control, (d) CAS, (e) Apetitivo. En rojo observamos
la expresion de GAP-43. Barra de calibraciéon 100um. (C) Representacion histolégica de la
capa granular, (D) Representacioén histolégica de la capa agranular. (E) amplificacion con
el objetivo 63X.
Expresion de GAP-43 en amigdala

Una imagen representativa de la expresion de GAP-43 se observa en la Figura 7,
no Se encontraron diferencias significativas en la expresion de densidad 6ptica de GAP-43

entre grupos BLA (F (2,17) = 1.078; P = 0.365) y el CeA (F (2,17) = 1,802; P = 0,199)

(Figura 6).
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GAP-43 EN LA AMIGDALA
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Figura 6. Expresion de la densidad optica de GAP-43 en la amigdala basolateral
(BLA) y central (CeA) en los tres grupos (Control, CAS y Apetitivo; N= 6 por grupo).
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Figura 7. Inmunofluorescencia de la expresion de GAP-43 en la amigdala central
(A) y basolateral (B) (c) Control, (d) CAS, (e) Apetitivo. En rojo observamos la
expresion de GAP-43. Barra de calibracion 100 um. (C) Representacion histologica
de la amigdala central, (D) Representacion histologica de la amigdala basolateral.
(E) amplificacién con el objetivo 63X.
Expresion de SYN en Corteza Insular.

Una imagen representativa de la expresion de SYN se observa en la Figura
9. Se encontré una significancia en la densidad Optica de SYN en la capa granular
de la CI (F (5, 17) = 39,313; p <0,001). El andlisis post hoc revel6 un aumento en la
expresion de SYN en el grupo con CAS (p <0.01) y en el grupo apetitivo (p <0.01)
en comparacion con el grupo control. También se encontré, un aumento significativo

en la expresion de SYN en el grupo apetitivo en comparacién con el grupo con CAS

(p <0.01). Encontramos resultados similares en la capa agranular. Observamos
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diferencias significativas entre grupos F (2, 17) = 34,749; p <0,001). La densidad
optica en los grupos Apetitivo (p <0.01) y CAS (p <0.01) aumentaron
significativamente en comparacién con el grupo de control. Ademas, encontramos
una mayor expresion en el grupo apetitivo en comparacion con el grupo CTA

(p <0.01) (Figura 8).
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Figura 8. Densidad o6ptica de la expresion de sinaptofisina en la capa granular y
agranular de la CG en los tres grupos (Control, CTA y Apetitivo; N = 6 por grupo).
++Diferente del grupo de control P <0.01;

** Diferente de los grupos CTA y control P <0.01.
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Figura 9. Inmunofluorescencia de la expresion de Sinaptofisina en la capa granular
(A) y agranular (B) de la corteza gustativa. (c) Control, (d) CAS, (e) Apetitivo. En rojo
observamos la expresion de GAP-43. Barra de calibracion 100 um. (C)
Representacion histologica de la capa granular, (D) Representacion histolégica de
la capa agranular. (E) amplificacién con el objetivo 63X

Expresion de SYN en Amigdala.

Una imagen representativa de la expresion de SYN se observa en la Figura
11. El ANOVA de la densidad optica en BLA revel6 diferencias significativas entre
grupos (F (2, 16) = 15,474; P = <0,001). Las pruebas posthoc revelaron que tanto
los grupos de CAS (P =0,002) y apetitivo (P = <0,001) tuvieron una mayor densidad
Optica de SYN que el grupo de control (Fig. 9). El ANOVA para la CeA revel6 un
efecto significativo (F (2, 16) = 16.185; p = <0.001). Las comparaciones post hoc
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demostraron que tanto CAS (p = <0,001) como Los grupos apetitivos (P = <0,001)
tenian una densidad 6ptica de SYN més alta que el grupo de control (Figura 10). No
hay diferencias significativas entre el grupo CAS y el apetitivo en la BLA (P=0.230)

y enla CeA (P=0.12).

SYN EN AMIGDALA
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Figura 10. Densidad Optica de la expresion de sinaptofisina en la BLA y en CeA en
la Amigdala en los 3 grupos (Control, CTAy Apetitivo; N = 6 por grupo). ++Diferente
del grupo de control P <0.01.
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Figura 11. Inmunofluorescencia de la expresién de Sinaptofisina en la amigdala
central (A) y basolateral (B) (c) Control, (d) CAS, (e) Apetitivo. En rojo observamos
la expresion de GAP-43, en verde observamos a Hoestch (marcador nuclear). Barra

de calibracion 100um. (C) Representacion histoldgica de la amigdala central, (D)
Representacion histolégica de la amigdala basolateral. (E) amplificacion en el
objetivo 63X.

5.3 CONCLUSION EXPERIMENTO 1 ADQUISICION

En el presente experimento, se evaluaron los cambios plasticos derivados de
la adquisicion del CAS, donde se pudo observar un aumento en la expresion de
GAP-43 en el grupo con CAS en la Cl en la capa granular, ademas se observo un
aumento en la expresién de SYN en la Cl, en ambas capas y en la AMG. En el grupo

de sacarina, encontramos un aumento en la SYN en ambas capas de Cl y en las
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areas de la AMG analizadas. Estos resultados sugieren que al adquirir una memoria
aversiva se generan cambios estructurales (GAP-43) y cambios de potenciacion
singptica. Sin embargo, una memoria apetitiva solo genera cambios en la

potenciacion sinaptica por la adquisicion.

CAPITULO 6

EXPERIMENTO 2 Evaluacion de GAP-43 y SYN 24 hrs después de la primera sesién
de evocacion.

6.1 METODO

6.1.1 Grupos y tratamientos

Los sujetos se mantuvieron en las mismas condiciones como se describio
en el Experimento 1. Se utilizaron un total de 24 ratas macho a las que se les dio un
entrenamiento de 4 dias de consumo de agua por 20 min diarios en probetas
graduadas de 50 mililitros. En el quinto dia se dividieron aleatoriamente en tres
grupos: 1) Grupo control: recibié agua 2) Grupo CAS: recibié sacarina con una
inyeccién i.p. de LiCl 30 min después del consumo; 3) Grupo apetitivo: recibio
sacarina con una inyeccion i.p. de NaCl 30 min después del consumo (N=8 por
grupo). Al sexto dia se les dio huevamente sacarina, excepto el grupo control que

recibio agua, y 24 hrs después de la evocacion se realizo el sacrificio.

6.1.2 Andlisis de imagenes

Las imagenes se obtuvieron en un microscopio de luz marca OLYMPUS
BX60. Después de localizar el area de interés, se procedid a dar captura a la foto.
Determinamos la intensidad media para el area de interés delimitando con la

herramienta de seleccion a mano alzada creando una mascara para el analisis
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basado en el atlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson (2013). La mascara,
para cada area de interés, se utilizé para todas las secciones y todos los sujetos. El
analisis de la densidad Optica (DO) se realizé6 utilizando el software Image J
siguiendo el procedimiento (Wallrafen et al., 2011). EI DO se comparé con el grupo
control y se expreso en pixeles / mm2. Se analizaron 8 secciones alternas para cada
proteina. El andlisis se hizo bilateral para cada seccion obteniendo la media.
Posteriormente, obtuvimos la media de las 8 secciones por sujeto experimental.
Para cada proteina analizamos las capas granular y agranular de la Cl, laBLA Yy la

CeA. El DO fue realizado por un observador ciego.

6.2 RESULTADOS EXPERIMENTO 2

Consumo de sacarina

El ANOVA de dos vias de medicas repetidas no revel6 diferencias
significativas en el consumo de agua durante la linea base (dia 1-4) o en el consumo
de sacarina durante la adquisicion del CAS. Se encontraron diferencias
significativas el dia de la evocacion como se observa en la figura 11 [grupo (2,143)
F =3.921; P = 0,044, sesion (5,143) F = 8.223; P <0,001; grupo por sesioén (10,143)
F = 23.316; P <0.001]. El grupo sacarina consumi6 significativamente mas
(P<0.001) que el grupo control el dia de la evocacion. ElI grupo CAS consumio
significativamente menos el dia de la evocacion que el grupo control (P<0.001) vy el

Apetitivo (P<0.001).
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Figura 12. Consumo (ml) en los diferentes grupos durante el condicionamiento.
Grupo 1: Control (CTRL), Grupo 2: Apetitivo (SAC), Grupo 3: CAS.

* Diferente del grupo control p< 0.05.

** Diferente del grupo control y del grupo apetitivo.

Expresion de GAP-43 en Corteza Insular

En la figura 13 se observa una imagen representativa de la expresion de
GAP-43 en la Cl. Se comparo la densidad oOptica en los 3 grupos (control, CAS y
apetitivo) en la capa granular. El ANOVA reveld que no existe diferencia significativa
(F (2, 17) = 0.562; P = 0,582); al igual que en la capa agranular no se encontraron

diferencias significativas entre grupos (P = 0,582; Figura 12).
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Figura 13. Expresion de la densidad oOptica de GAP-43 en las capas granular y
agranular del Cl en los tres grupos (Control, CAS y Apetitivo; N = 6 por grupo).

EVOCACION
GAP-43 CORTEZA INSULAR

CAPA GRANULAR
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Figura 14. Inmunohistoquimica de la expresion de GAP-43 en la corteza insular (A)
Control, (B) CAS, (C) Apetitivo, (D) Representacion histolégica. Barra de calibracion
100 pm.

Expresion de GAP-43 en la amigdala

Una imagen representativa de la expresion de GAP-43 se observa en la

Figura 16. Se encontraron diferencias significativas en la expresion de densidad
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Optica de GAP-43 entre grupos en BLA (F (2,17) = 13.337; P <0.001) observandose
un aumento en la expresion de GAP-43 en el grupo apetitivo en comparacién con el
grupo control y el grupo con CAS. En la CeA no se encontraron diferencias

significativas (F (2,17) = 1,011; P = 0,387) (Figura 15).
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Figura 15. Densidad Optica de la expresion de GAP-43 en la BLA y en CeA en los
tres grupos (Control, CAS y Apetitivo; N = 6 por grupo).
++Diferente del grupo de control y del grupo con CAS P <0.001.
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Figure 16. Inmunohistoquimica de Ia“ekpre‘SsAi'on de GAP-43 en la Amigdala (A)
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Control, (B) CAS, (C) Apetitivo, (D) Representacion histolégica. Barra de calibracion
100um (n=6).

Expresion de SYN en Corteza Insular

En la figura 17 se observa una imagen representativa de la expresion de
SYN en la Cl. Se compar6 la densidad oOptica en los 3 grupos (control, CAS y
apetitivo) en la capa granular. EI ANOVA revel6 que no existe diferencia significativa
(F (2, 17) = 1.696; P = 0,217); al igual que en la capa agranular no se encontraron
diferencias significativas entre grupos (P = 0,217; Figura 16).
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Figura 17. Densidad 6ptica de la expresion de SYN en la capa granular y agranular
en la corteza insular en los tres grupos (Control, CAS y Apetitivo; N = 6 por grupo).
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EVOCACION
SINAPTOFISINA CORTEZA INSULAR

CAPA GRANULAR

CAPA AGRANULAR

Figura 18. Inmunohistoquimica de la expresién de sinaptofisina en la corteza insular
(A) Control, (B) CAS, (C) Apetitivo, (D) Doble CAS (E) Representacion histologica.
Barra de calibracion 100 um. (n=6).

6.3 CONCLUSIONES EXPERIMENTO 2 EVOCACION

En el presente experimento se analizaron los cambios plasticos derivados
de la evocacion del CAS en donde se observé s6lo un aumento en la expresion de
GAP-43 en el grupo de sacarina en la BLA, sugiriendo que la formacion de la
memoria aversiva en la evocacion induce un aumento de GAP-43 en la BLA,
estructura que se ha demostrado que es importante en la consolidacién y evocacion

del condicionamiento (Miranda et al., 2002).
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CAPITULO 7
EXPERIMENTO 3 Evaluacion de GAP-43 y SYN en la extincion.
7.1 METODO

7.1.1 Grupos Y tratamientos

Los sujetos se mantuvieron en las mismas condiciones como se describio
en el experimento 1 y 2. Se utilizaron un total de 32 ratas macho a las que se les
dio un entrenamiento de 4 dias de consumo de agua por 20 min diarios en probetas
graduadas de 50 mililitros. En el quinto dia se dividieron aleatoriamente en 4 grupos:
1) Grupo control: recibié agua 2) Grupo CAS: recibid sacarina con una inyeccion
i.p. de LiCl 30 min después del consumo; 3) Grupo apetitivo: recibié sacarina con
una inyeccion i.p. de NaCl 30 min después del consumo; 4) Grupo doble CAS: Igual
al grupo 2 pero en lugar de solo recibir sacarina el dia de la evocacion, recibid
sacarina mas una inyeccion intraperitoneal de LiCl (N=8 por grupo). La idea de
incorporar un grupo con sobre-entrenamiento, fue para observar cambios plasticos
al momento de la extincién de un aprendizaje robusto, ya que existe evidencia
demostrando que existe un procesamiento neuronal diferencial en el sobre-
entrenamiento (Buresova et al., 1979: Rodriguez-Ortiz et al., 2007). A este grupo en
el sexto dia se les dio nuevamente sacarina. Una vez que se extinguio la respuesta
aversiva en todos los grupos, se procedio al sacrificio al dia 12 de entrenamiento.
7.1.2 Andlisis de imagenes

Las imagenes se obtuvieron en un microscopio de luz marca OLYMPUS
BX60. Después de localizar el area de interés, se procedio a dar captura a la foto.
Determinamos la intensidad media para el area de interés delimitando con la

herramienta de seleccion a mano alzada creando una mascara para el analisis
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basado en el atlas de cerebro de rata de Paxinos y Watson (2013). La mascara,
para cada area de interés, se utilizé para todas las secciones y todos los sujetos. El
analisis de la densidad Optica (DO) se realizé6 utilizando el software Image J
siguiendo el procedimiento (Wallrafen et al., 2011). EI DO se comparé con el grupo
control y se expreso en pixeles / mm2. Se analizaron 8 secciones alternas para cada
proteina. El andlisis se hizo bilateral para cada seccion obteniendo la media.
Posteriormente, obtuvimos la media de las 8 secciones por sujeto experimental.
Para cada proteina analizamos las capas granular y agranular de la Cl, laBLA Yy la

CeA. El DO fue realizado por un observador ciego.

7.2 RESULTADOS DEL EXPERIMENTO 3

Consumo de sacarina

Los resultados demuestran que el experimento conductual se realizé de
manera adecuada, ya que los animales muestran un consumo estable durante la
linea base. El ANOVA de dos vias de medidas repetidas no revelé diferencias
significativas en el consumo de agua durante la linea base (dia 1-4) o en el consumo
de sacarina durante la adquisicion del CAS (dia 5). En los dias 6, 7, 8 y 9
observamos diferencias significativas, [grupo (3,287) F = 24.110; P = <0.001; sesién
(8,287) F = 28.281; P = <0.001; grupo por sesion (24,287) F = 12.803; P = <0.001).
Las comparaciones posthoc demostraron que una clara aversion al sabor al evocar
en el dia 6 y 7 para los grupos CAS y DOBLE CAS. En el grupo con el doble
entrenamiento se observa una aversion aun mayor al evocar el dia 7, 8 y 9 como se

muestra en la figura 18. Del dia 10 al 12 el consumo de todos los grupos fue similar.
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Figura 19. Consumo de sacarina (ml) en los diferentes grupos durante el
condicionamiento. Grupo 1: Control (CTRL), Grupo 2: Apetitivo (SAC), Grupo 3
(CAS), y Grupo 4 (DOBLE CAS).

*Diferente de Apetitivo y CTRL p<0.001,

+Diferente de Apetitivo, CTRL y CAS p<0.001,

**Diferente de Apetitivo p<0.001.

Expresion de GAP-43 en Corteza Insular

En la Figura 21 se muestra una imagen representativa de la expresion de
GAP-43 en la Cl. Se compar¢ la densidad optica en los 4 grupos (control, CAS,

apetitivo y Doble) en la capa granular. EI ANOVA de medidas repetidas revelé que
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no existen diferencias significativas entre grupos en la capa granular (F (3,23)=
2.329; P = 0,105). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre grupos

en la capa agranular (F (3,23)= 1.646; P = 0,211, Figura 19).
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Figura 20. Densidad Optica de la expresion de GAP-43 en la capa granular y
agranular en la Corteza Insular en los cuatro grupos (Control, CTA, Apetitivo y Doble
CAS; N = 6 por grupo).
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EXTINCION
GAP-43 CORTEZA INSULAR

CAPA GRANULAR

CAPA AGRANULAR

Figura 21. Inmunohistoquimica de la expresion de GAP-43 en la Corteza Insular (A)
Control, (B) CAS, (C) Apetitivo, (D) Doble CAS, (E) Representacion histologica.
Barra de calibracion 100um (n=6).

Expresion de GAP-43 en Amigdala

En la figura 23 se muestra una imagen representativa de la expresiéon de
GAP-43 en la AMG. Se compard la densidad Optica en los 4 grupos (control, CAS,
apetitivo y Doble) en la BLA. EI ANOVA revel6 que no existe diferencia significativa
(F (3,23)=2.407; P = 0,097). En la CeA se encontraron diferencias significativas en
el grupo con doble entrenamiento con respecto al control (F (3,23)= 11.031; P
<0.001; Figura 22), al igual que se encontraron diferencias significativas con el
grupo con CAS (F (3,23)=11.031; P <0.001) y el grupo apetitivo (F (3,23)= 11.031;

P=0.001; Figura 22).
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Figura 22. Densidad 6ptica de la expresion de GAP-43 en la BLA y CeA en los
cuatro grupos (Control, CTA, Apetitivo y Doble CAS; N = 6 por grupo). ++Diferencia
significativa con respecto al control, al grupo con CAS y al grupo apetitivo
(P=<0.001)
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Figura 23. Inmunohistoquimica de la expresion de GAP-43 en la Amigdala (A)
Control, (B) CAS, (C) Apetitivo, (D) Doble CAS, (E) Representacion histolégica.
Barra de calibracion 100 um (n=6).
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Expresion de SYN en Corteza Insular

En la figura 25 se observa una imagen representativa de la expresion de
SYN en la Cl. Se comparo la densidad optica en los 4 grupos (control, CAS, apetitivo
y Doble CAS) en la capa granular. EIl ANOVA revel6 que no existen diferencias
significativas (F (3,23) = 0.796; P = 0,510); al igual que en la capa agranular no se
encontraron diferencias significativas entre grupos (F (3,23)= 1.083; P = 0,379;

Figura 24).
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Figura 24. Densidad 6ptica de la expresion de SYN en la capa granular y agranular
en la Corteza Insular en los cuatro grupos (Control, CTA, Apetitivo y Doble CAS; N

= 6 por grupo).

59



EXTINCION
SINAPTOFISINA CORTEZA INSULAR

CAPA GRANULAR

CAPA AGRANULAR

Figura 25. Inmunohistoquimica de la expresion de sinaptofisina en la corteza insular
(A) Control, (B) CAS, (C) Apetitivo, (D) Doble CAS, (E) Representacién histoldgica.

Barra de calibracion 100 pm. (n=6).

Expresion de SYN en la amigdala

Una imagen representativa de la expresién de SYN se observa en la Figura
27. No se encontraron diferencias significativas en la expresion de densidad Optica
de SYN entre grupos en BLA con respecto al control F (3,23)=1.637; P=0.212), pero
si se encontrd una diferencia significativa en el grupo de doble entrenamiento con
respecto al grupo apetitivo (F (3,23)= 1.637; P=0.049). En la CeA, se observé un
aumento en la expresion de SYN en el grupo de doble entrenamiento en
comparacion con el grupo control (F (3,23)= 3.673; P=0.016), el grupo con CAS (F

(3,23)=3.673; P=0.039) y el grupo apetitivo (F (3,23)= 3.673; P=0.006) (Figura 26).
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Figura 26. Densidad Optica de la expresion de SYN en la BLA y CeA de la Amigdala

en los cuatro grupos (Control, CTA, Apetitivo y Doble CAS; N = 6 por grupo).

+Diferencia significativa con respecto al grupo apetitivo (P=<0.05).

*Diferencia significativa con respecto al control, CAS y al grupo apetitivo (P=<0.05).

61



EXTINCION
SINAPTOFISINA AMIGDALA

DR CENTRAL
% BASOLATERAL

e 239mm

Figura 27. Inmunohistoquimica de la expresion de Sinaptofisina en la Amigdala (A)
Control, (B) CAS, (C) Apetitivo, (D) Doble CAS, (E) Representacion histoldgica.

Barra de calibracién 100 um (n=6).

7.3 CONCLUSION EXPERIMENTO 3 EXTINCION

En este experimento evaluamos los cambios plasticos en la extincion del
CAS, observandose un aumento en la expresion de GAP-43 en el grupo con sobre-
entrenamiento, en la BLA y un aumento en SYN en la BLA y CeA, sugiriendo que
un sobre-entrenamiento genera un brote neural en la BLA y una potenciacion
sinaptica en la BLA y CeA estructuras que se ha demostrado juegan un papel en la
extincion del aprendizaje aversivo. En estudios electrofisiolégicos se observaron
cambios en el tiempo de disparo de las neuronas de la Cl, NTS, VPM y AMG en
sujetos experimentales con un doble entrenamiento en comparacion con el grupo
con un solo condicionamiento (Buresova et al., 1979), demostrando que la Cl y la
AMG son estructuras claves en la evocacién y mantenimiento de la memoria

gustativa.
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En la Tabla 1 se presenta un resumen de los resultados de la expresién de GAP-

43 y SYN en los tres experimentos realizados en el presente trabajo.

Tabla 1: Resumen delos resultados de los 3 experimentos donde evaluamos cambios

en GAP-43 y SYN en la adquisicion, evocacion y extincion del CAS.

EXPERIMENTOS GAP-43 Sinaptofisina
1: Adquisicién Cl AMG Cl AMG
Gr Agr BLA CeA Gr Agr BLA CeA
C — — — — — — — —
CAS
1 11 1| 1
APETITIVO I I I I I I
2: Evocacion Cl AMG Cl AMG
Gr Agr BLA Gr Agr BLA CeA
C — — — — — —
CAS l
APETITIVO I I l
3: Extincion Cl AMG Cl
Gr Agr BLA CeA Gr Agr BLA CeA
C _— _— _— _— _— _— — —
APETITIVO 1
DOBLE I I I I I
--- Sin cambio

I Aumento con respecto al control

]] Aumento con respecto al control y al grupo del CAS

l Menor que el control

NA No se analizé
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CAPITULO 8

DISCUSION GENERAL

Este estudio demuestra que la formacién, evocacion y extincion de la
memoria gustativa apetitiva y aversiva del sabor, induce cambios estructurales y
sinapticos diferenciales. La formacibn de memoria aversiva (CAS) provoca un
aumento significativo en SYN en las capas granular y agranular de la Cl, la CeA'y
la BLA. Ademas, la formacion de memoria aversiva induce un aumento de GAP-43
en la capa granular de la Cl, lo que sugiere que la representacion de la memoria
aversiva implica la formacién de un nuevo circuito cortical (inferido por un aumento
en GAP-43). Por el contrario, la formacién de la memoria apetitiva aumenta la
expresion SYN en la Cl (ambas capas), la CeA y la BLA, pero no se observaron
cambios en GAP-43 en ninguna de estas estructuras. Juntos estos resultados
sugieren que la formacién de la memoria gustativa requiere diferentes cambios
plasticos en funcién de las consecuencias aprendidas tras una experiencia gustativa
novedosa, aversiva o apetitiva (por ejemplo, cambios en la representacion del gusto
condicionado e incondicionado). Estos hallazgos concuerdan con varias pruebas
previas que apoyan un papel crucial de la Cl y la amigdala en la formacion de la
memoria gustativa, y con el hecho de que el aprendizaje esta fuertemente asociado
con la formacion de sinapsis, asi como la expresion de proteinas (Redondo et al.,
2011; Fu et al., 2017; Wallrafen et al., 2019; Kemp et al., 2013; Lisman et al., 2018).
En conjunto estos resultados demuestran que se requiere de la Cl en la adquisicion
y almacenamiento de diferentes aprendizajes motivados aversivos. Por otro lado,
encontramos un aumento en la expresion de GAP-43 en la evocacion de la memoria
apetitiva en la BLA, resultados que concuerdan con lo descrito en la literatura donde
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demuestran que la Cl recibe y envia proyecciones directas a la BLA (Arthurs et al.,
2013; Lavi et al., 2018; Mcdonald, 1998). La aportacion de este trabajo es la
demostracion de que existe un procesamiento diferencial entre ambas memorias
(gustativas y aversivas). Los cambios estructurales que encontramos en la
evocacion solo fueron observados en la memoria apetitiva y no en la aversiva ya
que no encontramos diferencias significativas en la expresion de GAP-43 y SYN
(Experimento 2). Esto sugiere, que para la evocaciéon de una memoria aversiva
posiblemente se requiera otras vias de procesamiento neuronal.

En este estudio se demostrd que la amigdala BLA tiene un papel importante
en la evocacion por el aumento de expresion en GAP-43, sugiriendo una re-
estructuracion de la memoria gustativa, comprobando también que los cambios son
dinamicos en el tiempo. Ademas, esta bien establecido que tanto la amigdala como
la Cl son indispensables para la formacion y retencién de la memoria del sabor. Asi,
estas conexiones reciprocas de la Cl con la amigdala podrian estar implicadas en
la codificacién relacionada con la recompensa durante la formacion de la memoria
apetitiva del gusto (Jezzini et al., 2012; Stone et al., 2011). En este sentido, los
cambios de excitabilidad a largo plazo en la Cl y en la BLA, participan en la
codificacion de palatabilidad y/o aversion al sabor (Acolla et al., 2011; Gal-Ben-Ari
etal., 2011; Yasoshima et al., 1995), lo que podria estar relacionado con estructuras
sinapticas cambiantes. Existe evidencia que demuestra que la estimulacion tetanica
en la BLA después del entrenamiento promueve la potenciacion a largo plazo (LTP)
en la Cl y mejora la retencion de la memoria del CAS, sugiriendo que los
mecanismos de plasticidad sinaptica en estas dos estructuras son parte de las

adaptaciones de todo el circuito para el aprendizaje (Escobar et al., 2000). Ademas,
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las inyecciones en la Cl del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), un
importante modulador de la plasticidad sinaptica, se correlacionaron con la
induccion de LTP en la proyeccion BLA-CI (Escobar et al., 2003), mejorando la
consolidacion del CAS (Castillo et al., 2006).

Los presentes hallazgos demuestran una densidad significativamente
mayor de GAP-43 en la CIl, lo que sugiere modificaciones de los circuitos
estructurales en esta area subcortical inferida con el aumento de GAP-43, después
de la formacién de la memoria gustativa aversiva pero no asi en la memoria
apetitiva. Esto indica que durante la asociacion de un aprendizaje como el
condicionamiento clasico, esta proteina podria jugar un papel importante. Por
ejemplo, se ha sugerido que GAP-43 esta asociada con procesos de memoria y
reorganizacion de redes neuronales (Holahan et al., 2007; Holahan et al., 2017) y
existe evidencia que indica que una reduccion en GAP-43 en el cerebro adulto
reduce la remodelacion sinaptica después del aprendizaje produciendo una red
menos elaborada de la informacion almacenada (Rekart et al., 2005). El aumento
en la expresion de GAP-43, se observd solo en ratas entrenadas para el
condicionamiento aversivo al sabor, pero no en ratas que bebieron agua, lo que
indica que el consumo por si solo es un proceso de saciedad y no esta relacionado
con la expresion de GAP-43. Ademas, el consumo novedoso de la sacarina sin
consecuencias aversivas no indujo un aumento en la expresion de GAP-43 en la
adquisicién, pero si en la evocacién donde observamos un aumento en la expresion
de GAP-43 en la BLA. Esto indica que el procesamiento de deteccion dulce y la
codificacion no estan relacionados con cambios estructurales en la Cl, pero que si

tienen un efecto en la BLA en la evocacion de memorias apetitivas. La evidencia
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anterior demostrdé que el consumo de una solucién novedosa de sacarina indujo
incrementos significativos en el consumo diario de liquidos en comparacion con el
agua, lo que indica que el sabor dulce de la sacarina induce una respuesta apetitiva
estable a las 24 h. La justificacion de nuestro protocolo se basé en el hallazgo
principal de que una sola sesion de beber un saborizante nuevo provoca una
memoria gustativa a largo plazo (Nufiez-Jaramillo et al., 2010). Por este motivo se
realizd un tercer experimento para demostrar si existian cambios perdurables en el
tiempo al momento de la extincion del aprendizaje, ya que la memoria a largo plazo
se manifiesta como una preferencia de sabor (es decir, memoria apetitiva) y esto se
puede medir por los incrementos significativos en consumo del dia a dia. Por lo
tanto, usamos los valores de consumo de solucién de sacarina en comparacion con
el agua como una indicacion de memoria del sabor, donde no se encontré un cambio
significativo en la extincion de la memoria aversiva o apetitiva. En el grupo sobre-
entrenado (que recibi6 el CAS en dos dias consecutivos), encontramos un
incremento de GAP-43 en la BLA y un aumento de SYN en la BLA y CeA. Estos
hallazgos concuerdan con lo descrito por Rodriguez-Ortiz en el 2007, donde
demostraron que un sobre-entrenamiento (en este caso un segundo
condicionamiento) genera un fortalecimiento en la memoria. Nuestros resultados
demuestran que un sobre-entrenamiento induce un cambio estructural y funcional
en las memorias gustativas, confirmando que la consolidacion de la memoria es un
evento dinamico (Rodriguez-Ortiz et al., 2007; Nithianantharajah et al., 2008; Klusa
et al.,2013; Zhu et al., 2019).

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que estudia la expresion

de GAP-43 en la Cl y AMG, inducida por la adquisicién, consolidacion y extincion
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de CAS. La evidencia de otros paradigmas muestra que GAP-43 juega un papel
clave en la guia del crecimiento de los axones y en la modulacion de la formacién
de nuevas conexiones (Latchney et al., 2014; Holahan et al., 2007; Bendotti et al.,
1997; Benowitz et a.l, 1997; Cantallops et al., 1999).

También encontramos que los procesos involucrados durante y después
del sabor novedoso de sacarina, pero no la exposicion al agua, pueden inducir un
aumento en la expresion de SYN en la capa granular del Cl. A pesar de que hubo
un aumento después de la sacarina durante el CAS, esta expresion fue mayor
cuando la sacarina no fue aversiva, lo que sugiere que la formacion de la memoria
apetitiva induce fuertes cambios sinapticos, al igual que se observé un aumento en
la expresion en el experimento de extincidon en el grupo de doble CAS sugiriendo un
aumento en el potencial sinaptico en sujetos con sobre-entrenamiento. SYN es una
proteina presinaptica que participa en la liberacion de neurotransmisores, y que
aumenta durante la adquisicién del aprendizaje (Nithianantharajah et al., 2008;
Smith et al., 2000; Portero-Tresserra et al., 2018; Sagi et al., 2012) pero no existe
evidencia sobre su participa en la extincion de un aprendizaje. El aumento de SYN
podria reflejar un aumento en las vesiculas sinapticas o en la densidad de vesiculas
por sinapsis. Cualquiera de estos cambios en SYN podria facilitar la conectividad
sinaptica entre poblaciones neuronales particulares (Nithianantharajah et al, 2008,
Bergmann et al, 1997). SYN también se ha utilizado como marcador para evaluar la
distribucion y maduracion de las sinapsis asociadas con la funcion cognitiva (Gordon
et al, 2014; Zhu et al., 2019). Nuestros hallazgos sugieren que SYN en las capas
granular y agranular de la Cl estéa involucrada en la formacién de memoria aversiva

al sabor, porque encontramos un aumento de SYN 24 h después de la adquisicion
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de CAS. Ademas, en la BLA y CeA observamos un aumento en la densidad 6ptica
de SYN después de la formacion de la memoria aversiva y apetitiva. También
encontramos un aumento en la expresion de SYN en el grupo con doble CAS en la
extincion, lo que sugiere que ambas modalidades de aprendizaje inducen cambios
sinapticos en las regiones cerebrales involucradas en la memoria gustativa, y en la
extincion de la memoria aversiva.

Dentro de los trabajos realizados en este proyecto, por cuestiones de
presupuesto solo en el primer experimento se realizé6 inmunofluorescencia y en los
siguientes dos se hicieron inmunohistoquimicas, siendo esto una limitante para la
realizacion de estudios de estereologia, para los ultimos dos experimentos. En un
futuro seria importante la realizacion de estudios de estereologia, ademas de que
en este proyecto se evaluaron las proteinas GAP-43 y SYN, solo 24 hrs después
de la adquisicion, evocacion y extincion. Por lo tanto, es preciso la realizacion de
futuros experimentos para evaluar a GAP-43 y SYN, en las demas estructuras
involucradas en la via de sefializacion gustativa y observar si los cambios plasticos

son perdurables en el tiempo.

69



CAPITULO 9
CONCLUSION GENERAL

Los presentes resultados proporcionan evidencia de cambios plasticos
diferenciales en los mecanismos neuronales subyacentes a la formacion de la
memoria aversiva o apetitiva. Donde GAP-43 parece estar asociado con la
formacién de un nuevo circuito en el condicionamiento aversivo al sabor, mientras
gue los cambios en SYN parecen estar asociado con la formacion de memoria tanto
aversiva como apetitiva. En general, los resultados actuales indican que las
regiones de la Cl y la amigdala son componentes distintos del circuito que subyacen
a diferentes estructuras y procesos sinapticos durante la formacién de memoria

aversiva y apetitiva del sabor.
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