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RESUMEN
Describir los mecanismos a través de los cuales el sistema nervioso almacena
informacion por tiempos prolongados, ha representado un importante reto para
las neurociencias. La neurotrofina denominada factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) ha emergido recientemente como potente mediador molecular,
no solo de la plasticidad sinaptica, sino también de las interacciones
conductuales entre un organismo y su ambiente. Uno de los modelos
conductuales ampliamente utilizado en el estudio de los procesos de aprendizaje
y memoria es el condicionamiento de aversion a los sabores (CAS), mediante el
cual un animal adquiere aversion ante un estimulo gustativo novedoso cuando
éste se asocia con irritacion gastrica. Los sustratos anatémicos involucrados en el
procesamiento del CAS estan bien establecidos. En este sentido se ha
demostrado que lesiones bilaterales en la corteza insular (Cl), afectan la
adquisicion y retencion de esta tarea. Estudios recientes de nuestro laboratorio
muestran que la administracion de BDNF previa a la adquisicion del CAS,
incrementa la retencion del mismo. EIl objetivo de la presente tesis fue analizar el
efecto que ejerce la administracion de BDNF en la CI sobre el proceso de
extincion del CAS. Con este proposito, animales entrenados en dicha tarea,
recibieron una administracion de BDNF en la CI una hora antes de la primera
sesion de extincion. Nuestros resultados muestran que la aversion al sabor fue
significativamente reducida por la administracion de BDNF, desde la primera
sesion de extincion. Adicionalmente, los resultados revelan que el efecto de esta
neurotrofina sobre la aversion al sabor no requiere del entrenamiento de
extincion. Finalmente, mostramos que el BDNF no degrada el trazo original de
memoria. Los presentes hallazgos, enfatizan la participacion del BDNF en los
mecanismos celulares que subyacen a la extincion de la memoria en regiones
neocorticales, sugiriendo que esta neurotrofina constituye una pieza clave en la

regulacion y mediacion de las modificaciones sinapticas de largo plazo.



INTRODUCCION

Derivada de la convergencia entre la psicologia cognitiva y la neurobiologia
surge la neurociencia cognitiva, que entre sus multiples objetivos plantea el dilucidar
los mecanismos que subyacen al procesamiento y almacenamiento de informacion
en el sistema nervioso (Milner, Squire, & Kandel, 1998). La neurociencia cognitiva
considera al aprendizaje como el proceso mediante el cual un organismo adquiere
nueva informacion en tanto que la memoria constituye el proceso que permite
almacenar la informacion adquirida (Bear, Connors, & Paradiso, 2007). El
aprendizaje y la memoria son propiedades del sistema nervioso que permiten
adquirir, retener y evocar diferentes tipos de informacion, contribuyendo asi a la
adaptacion de los circuitos cerebrales al ambiente (Bear, Connors, & Paradiso,
2007). La memoria involucra cambios en las propiedades eléctricas asi como
alteraciones estructurales de las sinapsis. Al respecto se conoce que la neurotrofina
denominada factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), constituye una pieza
clave dentro de los procesos celulares que subyacen al aprendizaje y la memoria
(Minichiello, 2009). La participacion del BDNF en fendmenos plasticos sugiere que
esta neurotrofina es capaz de establecer las condiciones para que los cambios
plasticos puedan llevarse a cabo, asi como de ejercer efectos directos que producen
cambios en la comunicacion y morfologia de las sinapsis (Park & Poo, 2013;
Schinder & Poo, 2000). Pese a la amplia participacion del BDNF en los procesos de
adquisicion y consolidacion de la memoria, el conocimiento en torno a su papel en el
proceso de extincion es aun incipiente (Andero & Ressler, 2012).

Recientes investigaciones han reportado que los niveles de BDNF endogeno
en la corteza insular experimentan incrementos significativos durante la adquisicion
y consolidacion del condicionamiento de aversion a los sabores (CAS; un paradigma
conductual en el que un animal adquiere aversion ante un estimulo gustativo
novedoso cuando éste se asocia con irritacion gastrica), asi como en la corteza

infralimbica tras la extincion de esta tarea (Xin et al., 2014).



ANTECEDENTES
Mecanismos neurobioldgicos del aprendizaje y la memoria

Una de las habilidades mas relevantes para la supervivencia de los seres
Vivos es su capacidad para adaptarse al medio ambiente. Al respecto, las neuronas
experimentan modificaciones morfolégicas y funcionales en respuesta a su
actividad. Esta propiedad es conocida como plasticidad sinaptica, considerada hoy
en dia como la base de fendmenos adaptativos como el aprendizaje y la memoria
(Bear, Connors, & Paradiso, 2007; Citri & Malenka, 2008; Milner, Squire, & Kandel,
1998).

Como mencionamos en lineas anteriores, el aprendizaje es el proceso
mediante el cual un organismo vivo adquiere informacion en tanto la memoria es el
proceso que permite almacenar dicha informacién. Durante este proceso se
distinguen las siguientes fases: adquisicion, consolidacion, evocacion y extincion.
Atendiendo a su duracion la memoria puede ser dividida en memoria de corto (MCP)
y de largo plazo (MLP), en tanto que por el tipo de informacion almacenada
podemos referirnos a la memoria declarativa o explicita (de hechos y eventos) y a la
memoria implicita o de procedimiento (Bear, Connors, & Paradiso, 2007; Milner,
Squire, & Kandel, 1998).

La MCP es el almacenamiento temporal de una cantidad limitada de
informacion recientemente adquirida, disponible de minutos a horas tras el
aprendizaje, su utilidad es inmediata y requiere de modificaciones post-
traduccionales de proteinas existentes pero no de la sintesis de nuevas proteinas
(Izquierdo et al., 2006; Kandel, 2001). Por su parte la MLP, es el almacenamiento de
una cantidad ilimitada de informacién durante periodos prolongados, de dias, meses
0 afos e incluso por toda la vida, su caracteristica esencial es la persistencia en el
tiempo (Sandi, 2003). En la MLP se presentan cambios plasticos relativamente
duraderos, como el incremento en la densidad de botones sinapticos, en la longitud
y ramificaciones axonicas, y un mayor numero de espinas dendriticas (Dudai, 2002).
Se ha demostrado que para que estos cambios ocurran se requiere de un
incremento en la sintesis de proteinas asi como de la activacion de determinados
genes (Dudai, 2002; Josselyn, Kéhler, & Frankland, 2015; Kandel, 2001; Tonegawa,
Pignatelli, Roy, & Ryan, 2015), lo cual origina el fortalecimiento de las conexiones
sinapticas y la consecuente modificacion de la eficiencia de la transmision sinaptica
(Cammarota et al., 2005).



Estos cambios subyacen al proceso denominado consolidacion en el que una
memoria nueva inicialmente fragil es transformada en una memoria estable y
robusta (Dudai, Karni, & Born, 2015; Josselyn et al., 2015; Robertson, Pascual-
Leone, & Miall, 2004).

Entre los mecanismos que subyacen al almacenamiento de informacion se
encuentran los cambios en la eficiencia sinaptica tales como la potenciacion de
largo plazo (LTP), que se define como el incremento prolongado de la eficiencia
sinaptica debido a la estimulacion de las fibras aferentes a un area determinada del
sistema nervioso (Abraham, 2008; Citri & Malenka, 2008; Gomez-Palacio Schjetnan
& Escobar-Rodriguez, 2007). En la actualidad la LTP representa el fenbmeno
primordial para el estudio de las bases celulares del aprendizaje y la memoria (Fig.
1).
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Figura 1. Mecanismos moleculares de la LTP dependiente de la activacion de los receptores NMDA.
Se distinguen dos fases: la fase de corto plazo o fase temprana, que requiere de la activacion de
proteinas existentes que favorecen la comunicacién sinaptica haciéndola mas eficiente y la fase
tardia, en la cual los elementos fundamentales son la sintesis proteinica y la formacion de nuevos
contactos sinapticos. NMDA: receptor glutamatérgico de tipo N-metil-D-aspartato; AMPA receptor a
glutamatérgico de tipo acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico; AMPc: Adenosin
monofosfato ciclico; CaMKIV proteina cinasa dependientes de calcio-calmodulina de tipo IV; PKMC:
proteina cinasa M ¢; PKA: Proteina cinasa A; PKC: proteina cinasa dependiente de calcio; MAPKs:
cinasas activadas por mitégenos; CREB: proteina de unién al elemento responsivo de adenosin
monofosfato ciclico. Modificado de Huang, et al., (1996).



Neurobiologia de la extincion

El término extincion proviene en buena medida de las investigaciones de
Pavlov quien observé una disminucion acelerada de la respuesta condicionada en
los sujetos experimentales, al presentar el estimulo condicionado (tono) en ausencia
del estimulo incondicionado (comida). Pese a que Pavlov inicialmente considero la
extincion como una inhibicibn de la respuesta condicionada, existen otras
interpretaciones que difieren en sus supuestos, acerca de cémo se forman y
modifican las asociaciones entre los estimulos durante la extincion (Myers & Davis,
2007).

Una de estas aproximaciones considera la extincion como una pérdida de la
asociacion entre los estimulos, es decir como un desaprendizaje (Rescorla &
Wagner, 1972) (figura 2b). Otra por su parte considera la extincion como un evento
no asociativo, donde gradualmente la asociacion entre los estimulos pierde fuerza
(Myers & Davis, 2007) (figura 2d). Sin embargo, la conceptualizacion de extincion en
términos de desaprendizaje o borrado de la informacion previamente adquirida ha
evolucionado dando paso a la conceptualizacion actual que la reconoce como un
fendmeno de aprendizaje altamente complejo que no involucra la desaparicion del
aprendizaje original (Delamater, 2004; Myers & Davis, 2007; Rescorla, 2004).

El modelo de extincibn mas aceptado hoy en dia, considera a este fenémeno
como un nuevo aprendizaje (Domjan, 2003) caracterizado por el desarrollo de una
nueva asociacion entre el estimulo condicionado y el incondicionado en el que se
reconoce que el incondicionado ya no antecede la presencia del condicionado (Fig.
2c). Esta nueva asociacion es de naturaleza inhibitoria y se caracteriza por su
labilidad puesto que con el paso del tiempo puede ser desplazada por el trazo
original de memoria (recuperacion espontanea) o bien por el cambio de contexto

(renovacioén) (Bouton, Westbrook, Corcoran, & Maren, 2006; Myers & Davis, 2002).
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Figura 2. Diferentes modelos de extincién. a) Modelo conductual de condicionamiento al miedo, en el
cual el sujeto aprende a predecir eventos aversivos. La tarea consiste en presentar un estimulo
aversivo (descarga eléctrica) que se asocia ya sea a un contexto particular o bien a un estimulo
neutro (tono o luz), desarrollando asi la asociacién correspondiente. b) Modelo que muestra la
extincién como un desaprendizaje, en el que se pierde la asociacion entre los estimulos. ¢) Modelo
gue muestra la extincibn como un nuevo aprendizaje, donde se genera una nueva conexion
inhibitoria entre los estimulos. d) Modelo que muestra la extincibn como un evento en el que la
asociacion de los estimulos pierde fuerza. Modificado de Myers & Davis (2007).

De manera similar al aprendizaje original, durante la extincion se presentan
las siguientes fases: adquisicidn, consolidacion y evocacion (Furini, Myskiw, &
Izquierdo, 2014; Quirk & Mueller, 2008), Fig. 3.
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Figura 3. Fases de la extincion experimental de la memoria. Modificado de Quirk & Mueller (2008).

Durante la extincion se pueden presentar los siguientes fenédmenos (Fig. 4):

* Recuperacion espontanea, se puede presentar al realizar una prueba

de memoria tras un periodo considerablemente largo.
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* Renovacion, ocurre cuando el estimulo condicionado se presenta en
un contexto diferente a aquel en el que fue adquirida la extincion
(Myers & Davis, 2002). Al respecto se reconoce que el contexto es un
modulador importante de estos procesos (Bouton et al., 2006).

* Restablecimiento, puede ocurrir al presentar el estimulo

incondicionado de manera inesperada.
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Figura 4. La extincidon es un nuevo aprendizaje que se caracteristica por diferentes componentes
conductuales. (A) La extincion requiere de un periodo de adquisicion y no equivale a una forma de
olvido. (B) Recuperacién espontanea, la respuesta condicionada puede reaparecer tras un periodo
prolongado. (C) Renovacion, la extincién es especifica del contexto en el que se adquiere, por ello la
respuesta condicionada puede reaparecer al probar en un contexto distinto. (D) Restablecimiento, la
respuesta condicionada puede restablecerse al presentar nuevamente el estimulo incondicionado.
Modificado de Myers & Davis (2002).
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Por otra parte, se han identificado tres factores capaces de modular la
extincion: 1) cuanto mas fuerte es la respuesta condicionada tras la adquisicion,
mas tiempo tardara en extinguirse; 2) el numero de ensayos en los que el estimulo
incondicionado sigue al condicionado influye en la extincibn de la respuesta
condicionada; 3) el tiempo de exposicion al estimulo condicionado durante los
ensayos de extincion influye en la curva de su reduccion (Klein, 1997).

En resumen, la extincién no representa el olvido de una tarea aprendida sino
un nuevo aprendizaje que sustituye la respuesta conductual de la primera
asociacion (Myers & Davis, 2002). Asimismo, la extincidon es un proceso activo de
aprendizaje distinto al de la adquisicion original que requiere de entrenamiento
adicional para desarrollarse asi como de un proceso de consolidacion, dependiente
de sintesis proteinica, para su persistencia (Berman & Dudai, 2001). De acuerdo
con lo anterior, durante la extincion la respuesta condicionada puede recuperarse,
debido a que el trazo original no se ha perdido (Berman, Hazvi, Stehberg, Bahar, &
Dudai, 2003). Hoy en dia se sabe que es posible modular el periodo de
consolidacion de la extincion (Myskiw, Izquierdo, & Furini, 2014).

Durante la extincion se presentan cambios conductuales asi como
modificaciones en la reorganizacion celular y molecular de las estructuras
cerebrales involucradas (Kaczmarek, 1993; Pignataro & Ammassari-teule, 2015;
Quirk, Garcia, & Gonzéalez-Lima, 2006). Entre éstas se reconoce la participacion de
la corteza prefrontal infralimbica (CIL) en la extincion de tareas como el
condicionamiento al miedo (CM) (Santini, Sepulveda-Orengo, & Porter, 2012), el
condicionamiento de aversion a los sabores (Mickley, Kenmuir, Yocom, Wellman, &
Biada, 2005), asi como el condicionamiento de aversion al lugar (Wang et al., 2012).

En particular, se ha reportado que durante la extincion del CM se incrementa
la tasa de disparo de neuronas ubicadas en la CIL (Milad & Quirk, 2012). Asimismo,
la estimulacion electrofisiolégica (Milad, Vidal-Gonzalez, & Quirk, 2004) u
optogenética (Do-Monte, Manzano-Nieves, Quifiones-Laracuente, Ramos-Medina, &
Quirk, 2015) de este area cortical acelera la extinciéon del CM, en tanto que el efecto
contrario se observa al silenciar farmacolégicamente dicha region (Sierra-Mercado,
Padilla-Coreano, & Quirk, 2011). Aunado a lo anterior, se ha sefialado que durante
la extincion del CM se establecen rearreglos estructurales entre la CIL y la region
amigdalina (Do-Monte et al., 2015; Maren, 2014), y la corteza insular (Hoover &
Vertes, 2007; Vertes, 2004).
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En cuanto a los mecanismos celulares asociados al proceso de extincion, se
reconoce la participacion de los receptores NMDA (N-metil D-aspartato) (Fiorenza,
Rosa, Izquierdo, & Myskiw, 2012), asi como la activacion de proteinas cinasas como
la cinasa fosfatidilinositol-3 (PI3K) (Chen et al., 2005; Lin et al., 2001), las cinasas
activadas por mitogenos (MAPK) (Lu, Walker, & Davis, 2001), y fosfatasas como la
calcineurina (Almeida-Corréa et al., 2015).

El conocimiento actual entorno a los mecanismos neurobiologicos que
subyacen a la extincion, ha experimentado un incremento notable en la dltima
década (Milad & Quirk, 2012), debido entre otras razones a la necesidad de conocer
las bases celulares de los desordenes de ansiedad, fobias y estrés postraumatico
(Bowers & Ressler, 2015; Quirk & Mueller, 2008).

Neurotrofinas

La diversidad celular en el SN se origina a partir de la accion concertada de
los procesos de proliferacion celular, diferenciacion, crecimiento, migracion,
supervivencia y formacién de sinapsis. Entre los mensajeros involucrados en la
comunicaciéon neuronal que da origen a estos procesos se encuentran ciertas
moléculas denominadas factores tréficos, o factores neurotrofico, que son proteinas
que controlan la supervivencia, el crecimiento y las capacidades funcionales de
poblaciones especificas de neuronas (Escobar, 1994). Diversos hallazgos han
reportado la participacion de este grupo de proteinas en la modulacién de
plasticidad sinaptica de larga duracion (Escobar, Figueroa-Guzman, & Gomez-
Palacio-Schjetnan, 2003; Gomez-Palacio-Schjetnan & Escobar, 2008; Je, Yang,
Zhou, & Lu, 2006; Lu, Pang, & Woo, 2005; Messaoudi, Ying, Kanhema, Croll, &
Bramham, 2002). En el SNC las neurotrofinas se encuentran expresadas
predominantemente en la neocorteza y el hipocampo. Actualmente se sabe que sus
niveles de secrecion son regulados por la actividad sinaptica y que ejercen sus
acciones en la eficiencia de la comunicacion de las sinapsis tanto en las células
presinapticas como en las postsinapticas (Kolarow, Brigadski, & Lessmann, 2007;
Lu et al., 2005). La investigacion realizada durante las dos décadas pasadas ha
revelado que las neurotrofinas regulan casi todos los aspectos del desarrollo de los
circuitos neuronales y su funcionamiento, incluyendo la proliferacion y la
diferenciacion, el crecimiento axonal y dendritico, asi como la plasticidad sinaptica

(Park & Poo, 2013). Los factores neurotroficos o neurotrofinas constituyen una

14



familia conformada por el factor de crecimiento neuronal (NGF), el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina-3 (NT3), la neurotrofina-
4/5 (NT-4/5), la neurotrofina-6 (NT-6) y la neurotrofina-7 (NT-7) (Nilsson, Fainzilber,
Falck, & Ibafiez, 1998).

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

Las neurotrofinas actdan por medio de dos tipos de receptores, los de tirosina
cinasa denominados Trk (de alta afinidad con las neurotrofinas maduras) y los p75
(de baja afinidad con las proteinas maduras, pero alta con las inmaduras o
precursoras). Las proneurotrofinas actian como sefializadores moleculares a traves
de su interaccion con el receptor p75, ejerciendo efectos bioldgicos opuestos a los
evocados por las neurotrofinas maduras. De esta manera, la segmentacion
proteolitica de las proneurotrofinas representa un mecanismo de control que
direcciona las acciones de las neurotrofinas (Lu et al., 2005). Los diferentes tipos de
receptores Trk identificados hasta el momento, son activados principalmente por
uno o varios miembros de esta familia de proteinas. Asi, el TrkA actida como
receptor del NGF, el TrkB principalmente para el BDNF y la NT-4/5, y el TrkC para la
NT-3 (Chao, 2003).

Existen isoformas de los receptores Trk denominados receptores truncados,
que carecen de los residuos de tirosina cinasa. Los receptores truncados son
capaces de unirse con sus correspondientes ligandos e incluso se internalizan, pero
son incapaces de iniciar los eventos de fosforilacion requeridos para la transduccion
de sefales. De esta manera la distribucion y concentracion membranal de los
receptores truncados podria potencialmente modular la actividad de las
neurotrofinas restringiendo la disponibilidad de estos factores para interactuar con
los receptores completos (Rose et al., 2003). Una caracteristica interesante de las
acciones de las neurotrofinas, radica en su capacidad para autorregular su

produccion asi como la de otras proteinas miembros de esta familia. Un ejemplo en
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este sentido lo constituye el estudio realizado por Patz y Wahle en el 2004, en dicho
estudio se observdé que la administracion de BDNF origina incrementos en la
expresion de BDNF, NGF y NT-3, en tanto que disminuye la expresion de NT-4, en
cultivos de neuronas corticales (Patz & Wahle, 2004).

Una vez que las neurotrofinas se unen a su receptor Trk pueden activar tres
cascadas metabdlicas que incluyen la via de MAPKs, PI3K-Akt y la via de la PLC
(fosfolipasa C); estas vias de sefializacion tienen como punto final la activacion de
sintesis proteinica y las consecuentes modificaciones en la comunicacion y la

morfologia de las sinapsis (Patapoutian & Reichardt, 2001) (Fig. 5).
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Figura 5. Sintesis, trafico y sefalizacion de BDNF. EI BDNF se sintetiza como una proteina
precursora (proBDNF), que se empaqueta en la red trans-Golgi para posteriormente ser secretado
en vesiculas. Subsecuentemente el BDNF es liberado ya sea de forma constitutiva o regulada. La
conversion del proBDNF a su forma madura (MBDNF), se puede llevar a cabo intracelularmente por
una furina o por proteinas convertasas, y extracelularmente por tPA/plasmina o metaloproteinasas. El
mBDNF se une al receptor TrKB, generando la autofosforilacién de residuos de tirosina en el dominio
de tirosina cinasa, activando las cascadas de sefializacién PI3K, ERK/MAPK y PLC. En contraste, el
proBDNF se une al receptor p75 activando proteinas como NF-kB, JNK y RhoA. Modificado de Woo
et al., (2009).
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Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (BDNF)

El BDNF es una proteina dimérica cuyo peso molecular es de 27 kDa, y su
secrecion en forma madura activa preferencialmente a los receptores TrkB, mientras
que en su forma inmadura, el proBDNF, se liga al receptor p75, favoreciendo la
generacion de mecanismos apoptoticos. Se ha observado una alta expresion de
esta neurotrofina y de su receptor de alta afinidad, TrkB, en la neocorteza, asi como
en distintas regiones del sistema nervioso central: corteza piriforme, amigdala,
formacion hipocampal, entre otras (Yan et al., 1997). Esta neurotrofina se encuentra
contenida en vesiculas secretoras, presentes en los botones terminales y en las
dendritas, principalmente de las neuronas glutamatérgicas, y su secrecion se da en
forma dependiente de actividad tanto de sitios pre como post sinapticos (Hartmann,
Heumann, & Lessmann, 2001). Se conocen dos vias por las cuales ésta
neurotrofina es secretada:

* Via regulada: Implica exocitosis dependiente de Ca2+de los granulos
secretores. ElI proBDNF sale de la red trans-Golgi en granulos secretores
inmaduros que contienen una serie de proteinas convertasas. EI BDNF
maduro es liberado en granulos secretores dirigiéndose hacia la membrana
plasmatica, donde se acumulan y eventualmente se liberan por una secrecion
regulada por la actividad. Esta via permite a las neurotrofinas controlar la
eficiencia sinaptica de una forma rapida y especifica.

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

concentracion basal en el espacio extracelular (Lessmann & Brigadski, 2009).

Dentro de los posibles mecanismos que favorecen la secrecion de BDNF en
forma regulada se encuentran: la activacion de los canales de calcio tipo N y la
movilizacion de Ca2+ de sus almacenes internos (Balkowiecet al., 2002; citado por
Lu, Christian, & Lu, 2008). De esta forma, el BDNF puede ejercer sus efectos tanto
pre como postsinapticamente. Presinapticamente, regula la liberacion de glutamato,

mientras que postsinapticamente, produce modificaciones y sintesis de receptores a
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este neurotransmisor, expresion génica y alteraciones locales en la sintesis de
proteinas (Carvalho, Caldeira, Santos, & Duarte, 2008). De hecho, una de las
explicaciones por las cuales el BDNF actua especificamente en las sinapsis activas,
es debido a la sintesis local de BDNF y de su receptor de alta afinidad en las
dendritas (Righi, Tongiorgi, & Cattaneo, 2000).

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

Aunado a lo anterior, el receptor TrKB se encuentra tanto en la presinapsis
como en la postsinapsis; uno de los principales efectos del BDNF en la presinapsis
es la facilitar la liberacion del neurotransmisor, mientras en la postsinapsis el BDNF
incrementa la fosforilacion de los receptores NMDA y AMPA. Como anteriormente
se menciond las acciones del BDNF pre y postsinapticas a largo plazo estimulan la
sintesis de ARNm y de proteinas a través de la activacion de factores de
transcripcion como es el CREB (Gdmez-Palacio Schjetnan & Escobar-Rodriguez,
2007) (Fig. 6).
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Figura 6. Modelo de las acciones pre y postsinapticas del BDNF durante la plasticidad sinaptica. La
actividad neuronal incrementa la expresién y liberaciéon de BDNF en los sitios pre y postsinapticos. El
BDNF se une a sus receptores TrkB, activando cascadas de sefializacion entre las que se incluyen
tanto las cinasas activadas por mitégenos (MAPK) como la activacién de la fosfolipasa Cy (PLCy).
Uno de los principales efectos del BDNF en la presinapsis es la facilitacion de la liberacién de
neurotransmisor. Entre los efectos postsinapticos de esta neurotrofina se encuentran el incremento
en la fosforilacion (p) de los receptores NMDA (R-NMDA) y AMPA (R-AMPA). Las acciones pre y
postsinapticas del BDNF a largo plazo estimulan la sintesis de ARNm y proteinas a través de la
activacion de factores de transcripcion. AC: adenilato ciclasa; CREB: elemento de unién responsivo
al AMP ciclico; FT: factores de transcripcion. Modificado de Gémez-Palacio Schjetnan & Escobar-
Rodriguez (2007).

BDNF y plasticidad sinaptica

Como se menciono anteriormente el BDNF esta involucrado en la regulacion
de la plasticidad sinaptica dependiente de la actividad (Carmignoto, Pizzorusso, Tia,
& Vicini, 1997). La actividad regula los niveles de secrecion de esta neurotrofina y
ella a su vez regula tanto la transmision sinaptica como el crecimiento neuronal
(McAllister, Katz, & Lo, 1999). La expresion de BDNF en la neocorteza visual
experimenta un rapido y significativo incremento debido a la actividad neuronal
(Bozzi et al., 1995). Ademas, la induccién de potenciacion a largo plazo (LTP) en el
giro dentado hipocampal, incrementa los niveles de ARNm para el BDNF asi como
para el receptor TrkB (Bramham, Southard, Sarvey, Herkenham, & Brady, 1996).
Adicionalmente se ha reportado, que las cepas de raton carentes del gen que
codifica para la expresion del BDNF, exhiben una disminucion significativa en la

expresion de LTP hipocampal (Korte et al., 1995). En este orden de ideas, se ha
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reportado que la administracion de BDNF produce incrementos de larga duracion en
la transmision sinaptica (similares a la LTP) en rebanadas o cultivos neuronales
hipocampales procedentes de roedores adultos (Levine, Dreyfus, Black, & Plummer,
1995).

La memoria involucra cambios en las propiedades eléctricas asi como
alteraciones estructurales en la sinapsis. En virtud de que el BDNF modula ambas
expresiones de plasticidad sinaptica, esta neurotrofina ha sido considerada como un
importante sefializador durante los procesos de aprendizaje y memoria. En este
sentido, una serie de investigaciones muestran que el aprendizaje espacial produce
incrementos en los niveles de ARNm de BDNF (Kesslak, So, Choi, Cotman, &
Gomez-Pinilla, 1998), asi como en su receptor TrkB en el hipocampo (Gomez-
Pinilla, So, & Kesslak, 2001). Empleando hibridacion in situ, se han revelado
incrementos rapidos y selectivos en la expresion del BDNF en el area CAl del
hipocampo, durante el aprendizaje contextual (Hall, Thomas, & Everitt, 2000). La
administracion intraventricular de anticuerpos para BDNF, origina decrementos
significativos en el desempeiio de roedores en el laberinto de agua (Cirulli, Berry,
Chiarotti, & Alleva, 2004). De manera similar, en animales en los que se induce el
bloqueo de la expresion del gen que codifica para BDNF, se producen decrementos
en el desempefo de tareas espaciales dependientes del hipocampo (Johnston &
Rose, 2001). Al respecto, Alonso y colaboradores (2002) reportaron que la
presencia de BDNF en el hipocampo es esencial para que se lleven a cabo tareas
relacionadas con la memoria de corto y largo plazo. La administracion
intrahipocampal de BDNF incrementa la retencion de la memoria en tareas
espaciales (Johnston & Rose, 2001). De manera similar, Liu y colaboradores (2004)
observaron que la produccion de BDNF y de su receptor TrkB, juega un papel critico
en el condicionamiento al miedo. Asimismo estudios realizados en nuestro
laboratorio, han mostrado que la administracion intracortical de BDNF (en
concentraciones capaces de producir incrementos de la eficiencia sinaptica),
aumenta la retencion del condicionamiento de aversion a los sabores (Castillo,
Figueroa-Guzman, & Escobar, 2006). En resumen, esta serie de hallazgos
respaldan la idea de que el BDNF participa en los procesos de almacenamiento de

informacion en el sistema nervioso de los seres vivos.
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La corteza insular y la via gustativa

La CI es el relevo final de la via gustativa. Los vertebrados detectamos los
sabores por medio de la activacion de células quimiorreceptoras, las cuales
responden a moléculas o iones que estan disueltos en la saliva. Estas células, junto
con células basales y de soporte forman las yemas gustativas. Las yemas
gustativas son consideradas los 6rganos sensoriales del sentido del gusto. Tanto en
el humano como en la rata, la ubicacion de las yemas gustativas dentro de la
cavidad oral se observa en pequefias protuberancias del epitelio de la lengua
denominadas papilas. Por su forma, se pueden distinguir tres tipos de papilas
gustativas distribuidas en la lengua: circunvaladas, foliadas y fungiformes. Es
relevante mencionar que tanto el paladar como la faringe, epiglotis y parte superior
del eséfago presentan yemas gustativas pero solo las yemas que se encuentran en
la lengua estan agrupadas en papilas (Fig. 7) (Bear et al., 2007).

Los pares craneales VII (facial), IX (glosofaringeo), y X (vago) llevan
informacion de las yemas gustativas (Fig. 7). El nervio facial lleva informacion de las
papilas fungiformes que se encuentran en la parte anterior de la lengua, asi como
de las yemas gustativas localizadas en el paladar y en el conducto nasoincisor. El
nervio glosofaringeo lleva informacion de las papilas foliadas y circunvaladas que se
encuentran en la parte posterior de la lengua, mientras que el nervio vago lleva
informacion de las yemas gustativas de la epiglotis laringe y esofago. Por otra parte,
el nervio trigémino inerva la periferia de las yemas gustativas y transmite
informacion somatosensorial, textura y temperatura de los alimentos (Reutter et al.,
1993). Los tres nervios, facial, glosofaringeo y vago, hacen sinapsis en el nucleo del

tracto solitario.
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Figura 7 La anatomia del sabor y la via gustativa en la rata. En la figura de la izquierda se observa la
distribucién de las papilas gustativas (circunvaladas, foliadas y fungiformes), sefialadas también en el
panel inferior derecho en la imagen de fluorescencia. Las papilas gustativas en la lengua y el paladar
son inervadas por tres nervios aferentes: la cuerda del timpano, el petroso mayor superficial y el
glosofaringeo, donde la informacién gustativa es conducida hasta su relevo final en la corteza insular
0 gustativa. El panel derecho muestra un esquema de la via gustativa de la rata. (Abreviaturas: VII,
nervio facial; IX, nervio glosofaringeo; X, nervio vago; NHS, nucleo del tracto solitario; NPB, nucleo
parabranquial del puente; NVPM, nucleo ventroposteromedial del talamo; ClI, corteza insular; Sl,
sustancia innominada; HL, hipotdlamo lateral; Am amigdala). Modificado de Bear et al., (2007);
Yarmolinsky, Zuker, & Ryba, (2009).

Después de dicho relevo las diferencias entre el sistema gustativo de los
humanos y de las ratas se hacen evidentes. En las ratas, el segundo relevo de la via
gustativa se encuentra en el nucleo parabraqueal del puente, en lo que se ha
denominado como area gustativa del puente (Norgren & Leonard, 1971). Una vez
ahi se reconocen dos rutas: la primera se proyecta hacia estructuras ventrales del
cerebro basal como la amigdala, la zona ventral del hipocampo, y la sustancia
innominada mientras que la segunda se proyecta hacia el complejo ventrobasal del
talamo, el cual se comunica con la Cl agranular (Gerfen & Clavier, 1979) (Fig. 8). En
el humano las fibras eferentes provenientes del nucleo del tracto solitario se
proyectan al nucleo ventroposteromedial del tadlamo en su division parvocelular
(Norgren & Leonard, 1973; Rolls, 2015), que a su vez envia sus eferencias a la
insula anterior y al opérculo frontal, por lo cual estas dos zonas son consideradas
como la corteza gustativa primaria en los humanos (Kinomura et al., 1994; Pritchard,

Hamilton, Morse, & Norgren, 1986).
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Figura 8. Representacion esquematica de la corteza insular en humanos (A), en ratas y ratones (B)
a lo largo del surco rinal pueden apreciarse las regiones de la Cl: granular (G), disgranular (D) y
agranular (A). Modificado de Bermudez-Rattoni (2014).

Es importante sefialar que el nucleo del tracto solitario recibe aferencias del
area hepatica del vago, asi como sefales del area postrema a través del torrente
sanguineo estas vias son importantes, ya que transmiten informacion relacionada
con irritacion por intoxicacion gastrica a la Cl (Yamamoto et al., 1992). Por ejemplo,
un estudio electrofisiolégico demostro la activacion de la Cl cinco minutos después
de la inyecciéon de LiCl (Weiner et al., 1994). También es importante considerar las
conexiones reciprocas entre la Cl y la amigdala, esta ultima relacionada con tareas
aversivas como el condicionamiento al miedo y la evitacion inhibitoria, asi como con
respuestas emocionales como el miedo y la agresion (LeDoux, 1993; McGaugh,
Castellano, & Brioni, 1990).

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 traves de la amigdala para la formacion de un trazo de memoria
gustativa de tipo "aversivo" (Bermudez-Rattoni, Nufiez-Jaramillo, & Balderas, 2005;
Bermudez-Rattoni, 2004). 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 CI, proveniente de la conexién de esta corteza con el nucleo

basalis magnocelularis (Bermudez-Rattoni et al., 2005; Bermudez-Rattoni, 2004). La
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acetilcolina activa a receptores de tipo muscarinico en la Cl, que 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 (Bermudez-Rattoni et al.,
2005; Bermudez-Rattoni, 2004). 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 et al., 2005; Bermudez-Rattoni, 2004). Actualmente, se
considera que la conjuncién de los mecanismos del trazo gustativo y del trazo
aversivo en la CI activan diferentes proteinas relacionadas con la plasticidad como
la misma PKC o la PKA, que son parte de una cadena molecular que culmina con la
activacion de genes de expresion temprana como CREB, los cuales promueven la
sintesis de nuevas proteinas relacionadas con el mantenimiento de la memoria del
CAS (Bermudez-Rattoni et al.,, 2005; Bermudez-Rattoni, 2004; Yasoshima,
Morimoto, & Yamamoto, 2000). De manera interesante, diversas proteinas que se
encuentran relacionadas con la formacidon y el mantenimiento del CAS se
encuentran también relacionadas con la expresion de la LTP en la CI, lo cual
sugiere una coincidencia de mecanismos entre estos dos fendbmenos (Escobar,
Alcocer, & Chao, 1998a; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000; Escobar, Alcocer, &
Bermudez-Rattoni, 2002).

Condicionamiento de aversiéon a los sabores (CAS)

La supervivencia de un organismo estd basada, entre otras cosas, en la
capacidad de aprender y recordar que un alimento ingerido fue seguido de un
malestar, anticipando de esta forma el potencial dafino de cualquier alimento que
tenga atributos similares y evitando su consumo. John Garcia describié por primera
vez que las ratas desarrollan aversion a soluciones con sabor dulce cuando éstas
son seguidas por la aplicacion de rayos gamma (Garcia, Kimeldorf, & Koelling,
1955). En posteriores experimentos del mismo grupo de investigacion, el estimulo
aversivo utilizado fue el cloruro de litio (LIiCl). En este sentido, Garcia y Koelling en
1966, demostraron que una solucién con sabor se asocia mas facilmente a la
induccion de nausea que a la aplicacion de choques eléctricos en las patas, lo cual

nos muestra que en este condicionamiento, donde el estimulo condicionado es el
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sabor, es importante que el estimulo aversivo sea de tipo visceral (Garcia y Koelling,
1966). A esta conducta de rechazo basada en el aprendizaje se le llamé
condicionamiento de aversion a los sabores o CAS. EI CAS es un tipo de
condicionamiento clasico, donde el sabor sirve como estimulo condicionado y el
malestar gastrico como estimulo incondicionado, de modo que un estimulo gustativo
adquiere la capacidad de inducir una respuesta condicionada. Los animales pueden
aprender el CAS si la solucion con sabor es ingerida espontaneamente, pero
también presentan el aprendizaje de la tarea cuando el estimulo aversivo es
inyectado por via intraperitoneal o intravenosa (Bradley & Mistretta, 1971; Bures &
Buresova, 1989).
Los principios generales del condicionamiento de aversion a los sabores son:
1. Si un animal consume un alimento con sabor y subsecuentemente sufre
malestar gastrico, en los siguientes encuentros con ese sabor el animal evitara
o disminuira drasticamente su consumo (Garcia, Lasiter, Bermudez-Rattoni, &
Deems, 1985).
2. La fuerza de la aversion aprendida esta directamente relacionada con la
intensidad del sabor y del malestar, y esta inversamente relacionada al
intervalo entre la presentacion del sabor y la induccion de malestar. Este
intervalo puede durar horas, a diferencia de otros condicionamientos, en los
cuales es necesario que el intervalo entre el estimulo condicionado y la
respuesta incondicionada sea de segundos (Domjan, 1985).
3. Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos gastricos
(Garcia y Koelling, 1966).

Numerosos experimentos han demostrado que lesiones bilaterales de la CI
deterioran el aprendizaje y la evocacion del CAS (Bermudez-Rattoni et al., 2005;
Bermudez-Rattoni, 2004) sin embargo, estas lesiones en la Cl no parecen afectar la
percepcion del sabor, ya que los animales con lesion en la Cl pueden discriminar
entre diferentes concentraciones de sacarosa y NaCl (Lasiter, Deems, Oetting, &
Garcia, 1985). Estudios electrofisiolégicos mediante estimulacion gustativa y
evocacion de sefiales de la lengua a la corteza insular sugieren que los estimulos
gustativos confluyen en la Cl (Bermudez-Rattoni et al.,, 2005; Bermudez-Rattoni,
2004; Bernstein & Koh, 2007). A este respecto, estudios electrofisioldgicos en los

gue se evocan sefales en la corteza gustativa mediante estimulacion lingual
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sugieren que el CAS promueve cambios en la actividad de la CI (Grossman,
Fontanini, Wieskopf, & Katz, 2008; Yamamoto, Matsuo, Kiyomitsu, & Kitamura,
1989). De manera similar, se ha reportado que el CAS es capaz de producir
cambios en la actividad de genes de expresion temprana como c-fos (Bernstein &
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 evitacion inhibitoria (Bermudez-Rattoni &
McGaugh, 1991; Bermudez-Rattoni, 2004; 2014; Escobar, Fernandez, Guevara-
Aguilar, & Bermudez-Rattoni, 1989).

En este contexto Ma y colaboradores (2011), han reportado que los niveles
de BDNF enddgeno experimentan incrementos tanto en la Cl como en la amigdala

central (AC) durante la adquisicion y consolidacion del CAS (Fig. 9).
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Figura 9. Cambios espacio temporales de la expresién endégena de BDNF posterior a la adquisicién
del CAS. Se muestran los cambios temporales de la expresion de BDNF en la corteza prefrontal
ventromedial (CPFvm), corteza insular (Cl), amigdala basolateral (ABL), amigdala central (AC) e
hipocampo (HIP). Modificado de Ma et al., (2011).

Extincion del CAS

La extincion experimental del CAS es un procedimiento que se realiza
después de la adquisicion de este condicionamiento, donde se presenta solo el
estimulo condicionado en repetidas ocasiones sin asociarlo con el estimulo
incondicionado. Como resultado se obtiene una asociacion entre el estimulo

condicionado y la ausencia del estimulo incondicionado (Bouton, 2004).
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Conductualmente, la extincidbn se observa como la disminucion de la respuesta
condicionada (aversion al sabor) (Nufiez-Jaramillo, Ramirez-Lugo, Herrera-Morales,
& Miranda, 2010). Al respecto, se sabe que el CAS presenta resistencia a la
extincion, asi como que tras la extincion de esta tarea el sabor asociado cambia su
representacion cortical (Accolla & Carleton, 2008; Berman et al., 2003; Casa &
Lubow, 2000). Asimismo, se ha demostrado que la extincion del CAS no elimina el
trazo original de la memoria, ya que es posible restablecer la aversion al sabor por
medio de una sesion de reaprendizaje (Berman et al., 2003) (Fig. 10). Esto sugiere
que la extincion del CAS es un proceso activo de aprendizaje que requiere de
entrenamiento para desarrollarse, asi como de un proceso de consolidacion
dependiente de sintesis de nuevas proteinas en la Cl (Berman & Dudai, 2001,
Garcia-Delatorre, Rodriguez-Ortiz, Balderas, & Bermudez-Rattoni, 2010), la ABL
(Bahar, Dorfman, & Dudai, 2004) y la CIL (Akirav et al., 2006) para su persistencia.
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Figura 10. La extincion del CAS es dependiente del tiempo y de la intensidad del estimulo
incondicionado. La gréafica de la izquierda muestra la progresion de pruebas de memoria del CAS,
practicadas de 1 a 4 meses, en grupos independientes. La grafica del centro muestra la extincién del
CAS tras recibir una (1X CAS) o dos (2X CAS) sesiones de adquisicion en dos grupos. La grafica de
la derecha muestra la extincién de dos grupos que adquieren el CAS a una concentracién de LiCl
0.15 M (flecha negra), posteriormente se llevd a cabo una sesion de reaprendizaje (flecha gris) en la
que uno de los grupos recibié una concentracion menor de LiCl (0.015 M), mientras que el otro grupo
recibié solucién salina. Modificado de Berman et al., (2003).

Se han reportado diferencias entre los mecanismos celulares que sustentan
la consolidacion de una memoria y los involucrados en la extincion de la misma. Asi,
por ejemplo, los receptores muscarinicos, los B adrenérgicos, las MAPK y la sintesis
de nuevas proteinas son esenciales para la consolidacion del CAS; mientras que la
extincion es independiente tanto de receptores muscarinicos como de MAPK
(Berman et al., 2003), en tanto que requiere de la fosforilacion de PI3K en la CI
(Slouzkey, Rosenblum, & Maroun, 2013). Asimismo, la inhibiciébn de la proteina

cinasa A (PKA) en la ABL, fortalece la extincién de la aversion (Koh & Bernstein,
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2003). En este orden de ideas, se conoce que para la consolidacion del CAS se
requiere de la disminucion de la calcineurina (CaN) y del aumento en la actividad del
factor de transcripcion Zif268 en la amigdala, mientras que durante la extincion se
prescinde de ambos eventos (Baumgartel et al., 2008). Este conjunto de resultados
sugieren que los mecanismos moleculares que subyacen a la extincion difieren de
los requeridos durante el aprendizaje original.

Durante la extincion del CAS se presentan cambios en la estructura sinaptica,
gue son dependientes de la remodelacion de los filamentos de actina en la CIL (Bi et
al.,, 2015). Estos cambios son mediados por ADF (actin depolymerizing
factor)/cofilina y conllevan incrementos en el trafico de receptores de glutamato de
tipo AMPA (Bernstein & Bamburg, 2010; Wang et al., 2013). Por otra parte, se ha
reportado que la administracion de D-cycloserine (DCS) un agonista parcial al
receptor de glutamato de tipo NMDA en la ABL revierte el bloqueo en la extincion
del CAS inducido ya sea por la administracion de muscimol (Akirav, 2007) o por la
exposicion a una condicion de estrés (Akirav, Segev, Motanis, & Maroun, 2009).
Asimismo, se ha reportado que la administracion exdgena de glucocorticoides
durante el CAS interfiere con la extincion de esta tarea (Kim, Kim, Kim, Lee, &
Jahng, 2014), este efecto se debe en parte a que los glucocorticoides suprimen la
actividad de los receptores NMDA (Zhang et al., 2012).

Por otra parte, se conoce que el sistema endocannabinoide participa en la
extincion del CAS, puesto que la administracion de un antagonista al receptor de
tipo 1 (CB1) en la CIl obstruye la extincidon de esta tarea (Kobilo, Hazvi, & Dudali,
2007). En este sentido resulta pertinente considerar la interaccion del sistema de
endocannabinoides con la mancuerna BDNF/TrkB recientemente descrita (Andero &
Ressler, 2012; Fitzgerald, Seemann, & Maren, 2014).

Shehadi y Maroun reportan que la estimulacién de baja frecuencia en la CIL
facilita la extincion del CAS (Shehadi & Maroun, 2013). A este respecto, conviene
recordar que la red de conexiones activada durante este condicionaminto involucra
la participacion de la ABL, la Cl y la CIL (Hoover & Vertes, 2007; Uematsu,
Kitamura, Iwatsuki, Uneyama, & Tsurugizawa, 2014; Vertes, 2004). Recientemente
se ha documentado la participacion del BDNF durante la extincion del CAS. En este
sentido, Xin y colaboradores demuestran que la extincion del CAS origina
incrementos en los niveles de ARNm que codifica para BDNF asi como de la

proteina misma en la CIL y la ABL (Xin et al., 2014) (Fig. 11). Por su parte, Rosas-

28



Vidal y colaboradores demuestran que la administracion de BDNF en la CIL un dia
previo al inicio de la extincidon del condicionamiento al miedo, induce la extincion de
esta tarea. Este efecto se presenta incluso cuando se interpone una demora de
doce dias entre la adquisicion de la tarea y la administracion de BDNF (Rosas-Vidal,
Do-Monte, Sotres-Bayon, & Quirk, 2014) (Fig. 12).
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Figura 11. Regulacién espacio temporal de la expresion de BDNF durante la extincion del CAS. En la
gréafica A se muestra la curva de extincién del CAS, mientras en la figura B se presentan los cambios
espacio temporales en los niveles del ARNm de BDNF. En la gréfica C, se observan los cambios
espacio temporales de los niveles proteicos de BDNF. CIL: corteza infralimbica; HIP: hipocampo; AC:
amigdala central; ABL: amigdala basolateral. Modificado de Xin et al., (2014).
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Figura 12. La administracion de BDNF en la CIL promueve la extincién del condicionamiento al
miedo. En (a) se muestran los cambios que induce la administracion de BDNF un dia previo a la
sesion de extincion, mientras en (b) se muestran los cambios que induce la administracién de BDNF
efectuada con una demora de 12 dias tras el condicionamiento. Modificado de Rosas-Vidal et al.,
(2014).
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la estimulacion
tetanica de la amigdala basolateral induce potenciacion de largo plazo en la Cl de
ratas adultas, de manera dependiente de los receptores NMDA (Escobar, Alcocer, &
Chao, 1998a). Se observo asimismo que la administracion intracortical de
antagonistas de los receptores NMDA, deteriora la adquisicion del CAS (Escobar,
Chao, & Bermudez-Rattoni, 1998b). Mas tarde, se demostré que la induccion de
LTP en la proyeccion de la amigdala basolateral a la Cl, previa al entrenamiento del
CAS modifica la extincion de esta tarea (Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000).
Aunado a lo anterior, se ha demostrado que la administracion intracortical de BDNF
produce un incremento prolongado de la eficiencia sinaptica en el patrén de
comunicacion del nucleo basolateral amigdalino a la CI, similar al obtenido tras la
estimulacion tetanica en este area (Escobar, Figueroa-Guzman, & Gémez-Palacio-
Schjetnan, 2003). Asimismo, se ha observado que la administracion de BDNF en la
Cl modifica la extincion del CAS (Castillo et al., 2006), y que la administracion de
BDNF es capaz de revertir los efectos de la anisomicina (un inhibidor de la sintesis
proteinica) sobre la consolidacién del CAS (Martinez-Moreno, Rodriguez-Duran, &
Escobar, 2011; Moguel-Gonzéalez, Gomez-Palacio-Schjetnan, & Escobar, 2008).

Paralelamente, algunas investigaciones comienzan a explorar la participacion del
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BDNF en el proceso de extincion (Kirtley & Thomas, 2010; Lu, Christian, & Lu,
2008).

En este contexto algunos reportes han mostrado la participacion del BDNF en
las cortezas CIL y prefrontal durante la extincion del condicionamiento al miedo
(Bredy et al., 2007; Peters, Dieppa-Perea, Melendez, & Quirk, 2010). En el presente
trabajo se analizo la participacion de esta neurotrofina en la corteza insular durante

el proceso de extincion del condicionamiento de aversion a los sabores.

OBJETIVOS
Objetivo general
Analizar la participacion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
en el proceso de extincion del condicionamiento de aversion a los sabores (CAS),
tarea conductual aversiva, que depende de la integridad de la corteza insular.
Explorando asi, parte de los mecanismos celulares que subyacen al proceso de

extincion en la neocorteza cerebral.

Objetivos particulares
1. Determinar el efecto de la administracion aguda de BDNF en la corteza
insular durante la extincion del CAS
2. Dilucidar si los efectos de la administracion de BDNF en la corteza
insular en la extincién del CAS requieren del primer ensayo de extincion
3. Descartar si la administracion de BDNF en la corteza insular interfiere

con el trazo original de memoria.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Sujetos

Para el presente estudio se emplearon 103 ratas macho de la cepa Wistar
con peso de 350-380 g, que fueron alojados en cajas individuales de policarbonato,
con un ciclo de luz-obscuridad 12h/12h, iniciandose a las 19:00 h y finalizando a las
7:00 h, a una temperatura promedio de 21°C, y con comida y agua ad libitum
(excepto en las fases experimentales que especifiquen lo contrario). El protocolo

disefiado para el presente estudio se realiz6 conforme a las normas internacionales
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para el manejo y uso de animales de experimentacion establecidas por la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0- 1999).

Implantacién de canulas en la corteza insular

El proceso quirurgico de los sujetos se llevo a cabo utilizando procedimientos
estereotaxicos convencionales y consistio en la implantacion bilateral de canulas
guia de acero inoxidable de 1 cm de largo y .022 pulgadas de calibre, bajo el efecto
de anestesia con pentobarbital (Nembutal) 50mg/kg i.p. Las coordenadas
empleadas fueron AP= +1.2 mm; ML= + 5.5 mm; DV= -3 mm (Paxinos & Watson,
2014). El extremo inferior de la canula fue colocado 2 mm por encima de la CI.
Ambas canulas fueron fijadas al craneo usando acrilico dental de secado rapido. Un
estilete de alambre de acero inoxidable se coloco en el interior de las canulas con el

fin de proteger la luz de obstrucciones (Fig. 13).

Administracion de farmacos

Los grupos canulados fueron microinfundidos bilateral e
intraparenquimalmente en la Cl. Para todos los grupos, las administraciones fueron
efectuadas con microinyectores construidos con agujas dentales de calibre 30. Las
puntas de los microinyectores fueron introducidos 2 mm por debajo de la posicion de
las canulas, alcanzando la Cl. Los microinyectores fueron conectados a través de
tubos de polietileno a una jeringa Hamilton de 10 ul. Las microinyecciones fueron
dosificadas mediante una bomba de microadministracion (Carnegie Medicin, MA), a
una velocidad de flujo de 1 pl por minuto. Una vez inyectado el volumen total de la
solucion administrada, los microinyectores permanecieron al interior de la canula
durante un minuto mas, con el fin de asegurar la adecuada difusion de la solucion

en el tejido.
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Figura 13. Esquema que muestra la posicion de las canulas guia asi como los microinyectores en el
parénquima cerebral. Abreviaturas: Cl, corteza insular; CPu, caudado-putamen.

Condicionamiento de aversion a los sabores (CAS)

Al inicio del entrenamiento en el CAS, los animales fueron privados de agua
por 24 horas. Posteriormente fueron entrenados para beber agua dos veces al dia
(10:00 y 18:00 horas) durante 10 minutos, en un periodo de tres dias durante los
cuales se establecio la linea base de consumo. En el dia de la adquisicién los
animales fueron privados de alimento y el agua fue sustituida por un sabor
novedoso, solucion de sacarina al 0.1% (Sigma, WI). Tras 10 minutos, se administro
una dosis intraperitoneal de cloruro de litio (0.2 M; 9.37 ml/Kg) con el fin de inducir
malestar gastrico. Tras la sesion de adquisicidn, se proporcioné nuevamente agua
dos veces al dia con el fin de restablecer la linea base de consumo. Una vez
restablecida la linea base, el agua fue sustituida nuevamente por la solucion de
sacarina al 0.1% durante la sesion de prueba. Con el fin de analizar la participacion
del BDNF en la extincion del CAS, se llevaron a cabo nueve sesiones de extincion
para todos los grupos. Con el fin de dilucidar si la administracion de BDNF en la ClI,
interfiere con el trazo de memoria original, durante la novena sesion de extincion se
efectud la readquisicion (rADQ) del CAS en la que se administro cloruro de litio en
una concentracion menor a la empleada originalmente en la sesién de adquisicion
(0.075 M; (Berman et al., 2003; Miranda, Ferreira, Ramirez-Lugo, & Bermudez-
Rattoni, 2002). Tras la sesion de rADQ, se efectuaron 4 sesiones de extincion

adicionales.
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Histoquimica de Nissl

Con el fin de verificar la posicion exacta de las guias canula en el cerebro de
los animales, se emple¢ la tincion de Nissl. Una vez finalizada la fase conductual,
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 transferidos a una solucion de sucrosa al 30% en PBS 0.1M (pH 7.4) a 4°C
durante 48 horas. Secciones coronales de 40 ym fueron colectadas en amortiguador
de fosfatos tras su obtencidén por microtomo de congelacion (LEICA RM 2000R). Las
muestras fueron tefiidas con violeta de cresilo y examinadas en un microscopio de

luz.

Anélisis de resultados
El analisis de los datos derivados de los experimentos conductuales se
efectud utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas y la

prueba post-hoc de Fisher.

DESCRIPCION DE LAS FASES EXPERIMENTALES
Fase 1
Con el fin de evaluar el efecto de la administracion de BDNF en la CI durante
la extincion del CAS, los grupos experimentales fueron divididos de la siguiente
manera:

1. Grupo BDNF (n=10), el cual recibi6 una administracion
intracortical de BDNF (2 upg/2 pl/hemisferio) (Escobar et al., 2003; Moguel-
Gonzalez et al., 2008) una hora antes de la primera sesion de extincion del
CAS.

2. Grupo BDNF+K252a (n=9) el cual recibié una administracion
intracortical de la combinaciéon de BDNF con un inhibidor de los receptores
Trk (K252a) (2 ug de BDNF/2 pl de K252a 20 uM/ hemisferio) (Castillo et al.,

2006; Castillo & Escobar, 2011) una hora antes de la sesion de extincion.
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3. Grupo Citocromo C (CyT-C, n=8), el cual recibi6 una
administracion intracortical de Citocromo C (2 pg/2 pl hemisferio; (Castillo et
al., 2006; Castillo & Escobar, 2011), una hora antes de la primera sesion de
extincion del CAS. Este grupo se empled como control proteinico.

4. Grupo PBS (n=10), el cual recibi6 una administracion del
vehiculo de BDNF (PBS 2 ug/2 ul/hemisferio; (Castillo et al., 2006; Castillo &
Escobar, 2011) en la corteza insular una hora antes de la primera sesion de
extincion del CAS.

5. Grupo control intacto (CON, n=10), el cual se entrend en el

CAS, sin ninguna administracion farmacoldgica.
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Figura 14. Diagrama de flujo correspondiente a la fase experimental 1.

Fase 2

Con el fin de dilucidar si los efectos de la administracion de BDNF en la CI
durante la extincion del CAS requieren del primer ensayo de extincion, los grupos
experimentales fueron divididos de la siguiente manera:

1.- Grupo BDNF25-3d (n=9), el cual recibi6 una administracion
intracortical de BDNF (2 pg/2 pl/hemisferio) (Escobar et al., 2003; Moguel-
Gonzalez et al., 2008), 25 horas antes de la primera sesion de extincion del CAS
y tres dias después de la sesion de adquisicion. Una hora después de la
administracion se permiti0 a los animales beber agua en sustitucion de la
sacarina.

2.- Grupo PBS25-3d (n=8), el cual en condiciones similares al grupo
BDNF25-3d recibié una administracion intracortical del vehiculo de BDNF (PBS 2
pg/2 pl/lhemisferio) (Castillo et al., 2006; Castillo y Escobar, 2011).

Con el objetivo de descartar efectos tardios sobre la consolidacion de la
memoria original, se establecié una ventana temporal de 10 dias antes de iniciar

la extincion, empleando dos grupos adicionales a saber:
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1.- Grupo BDNF25-10d (n=8), el cual recibi6 una administracion
intracortical de BDNF (2 pg/2 pl/hemisferio), 25 horas antes de la primera sesion
de extincion del CAS y diez dias después de la sesién de adquisicion. Una hora
después de la administracion se permiti6 a los animales beber agua en
sustitucion de la sacarina.

2.- Grupo PBS25-10d (n=5), el cual en condiciones similares al grupo
BDNF25-10d, recibié una administracion intracortical del vehiculo de BDNF (PBS
2 ug/2 pl/hemisferio).
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Figura 15. Diagrama de flujo correspondiente a la fase experimental 2.
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Fase 3

En esta fase experimental se determino si la administracion de BDNF en CI
interfiere con el trazo original de memoria, por lo tanto los grupos experimentales
fueron divididos de la siguiente forma:

1.- Grupo BDNF25+REA (n=10), el cual en condiciones similares al grupo
BDNF25-3d recibié una administracion intracortical de BDNF (2 pg/2 pl/hemisferio),
25 horas antes del ensayo de extincion. Durante la novena sesion de extincion los
animales recibieron 7.5 ml/Kg i. p. de una solucién de LiCl 0.075 M diez minutos
después del consumo de sacarina (Berman et al., 2003; Miranda et al., 2002) con el
fin de explorar la readquisicion del condicionamiento. Cuatro sesiones de extincion
adicionales permitieron extinguir la conducta readquirida.

2.- Grupo PBS25+REA (n=8), el cual en condiciones similares al grupo
BDNF25+REA recibié una administracion intracortical del vehiculo de BDNF (PBS 2
Hg/2 pl/lhemisferio).
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Figura 16. Diagrama de flujo correspondiente a la fase experimental 3.
Con el objetivo de replicar los resultados de reportes previos (Berman et al.,
2003; Miranda et al., 2002; Wang et al., 2012), en los que se muestra que una baja
concentracion de cloruro de litio (0.075M) induce una menor aversion al sabor, se

1.- Grupo control intacto (CAS-075, n=8). El cual fue entrenado en el CAS

empled un grupo adicional a saber:
empleando durante la sesion de adquisicion una dosis intraperitoneal de LiCl 0.075
M; 9.37 ml/Kg i.p. a fin de inducir el malestar gastrico.
RESULTADOS

En la figura 17 se muestra una imagen representativa de la adecuada

Histologicos
posicion de los microinyectores en la corteza insular. Cabe mencionar que los
animales que presentaron una posicion inadecuada de las canulas fueron excluidos

del andlisis experimental.
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Figura 17. Esquema que muestra la posicion de las canulas guia utilizadas para la administracion de

los farmacos y fotomicrografia de un corte coronal en la que se muestra la punta de un microinyector.

Abreviatura: Cl, corteza insular. Barra de escala: 1 mm.



Fase 1. La administraciéon de BDNF en la Cl promueve la extincion del CAS

No se observaron diferencias significativas entre los grupos durante el
consumo basal de agua (linea base) ni durante el consumo de sacarina durante la
sesion de adquisicion del CAS. Los promedios del consumo de agua, fueron los
siguientes (X + E.S.): 14.7 + 0.30, 15.3 + 0.40, 14.9 + 0.16, 15.08 + 0.17 y 15.6 *
0.05 para los grupos BDNF, K252a+BDNF, PBS, CyT-C y CON, respectivamente
(figura 18). En tanto que los promedios de consumo de sacarina durante la sesion
de adquisicion fueron los siguientes (X+ E.S.): 16.4 + 0.33, 16.2 + 0.32, 15.4 + 0.49,
15.3 £+ 0.56 y 15 £ 0.49 para los grupos BDNF, K252a+BDNF, PBS, CyT-C y CON,

respectivamente, como se muestra en la figura 19.
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Figura 18. Promedio del consumo de agua durante la linea base entre los diferentes grupos.
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Figura 19. Promedio de consumo de sacarina durante la sesién de adquisicion entre los diferentes
grupos.
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El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre los grupos
durante las sesiones de extincion F(s42)= 44.88, p<0.001. El analisis post-hoc
muestra que el grupo de BDNF presenta diferencias significativas de la primera a la
sexta sesion de extincion (p<0.001) con respecto al resto de los grupos (Fig. 20).
Estos resultados revelan que la administracion intracortical de BDNF en la CI
efectuada una hora previa a la primera sesion de extincion, promueve la extincion
del CAS. Dicho efecto es bloqueado cuando esta neurotrofina es administrada en
combinacion con un inhibidor de los receptores Trk (K252a), sugiriendo que el
efecto de la administracion de BDNF en la Cl sobre la extincion del CAS es mediado

por la activacion de sus receptores de alta afinidad.
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Figura 20. La administracién de BDNF en la Cl promueve la extincion del CAS. En la figura se
muestra la sesién de adquisicion (ADQ) y los nueve ensayos de extincion (E1 a E9) en los grupos:
PBS, BDNF, CyT-C, BDNF+K252a y CON. **(p<0.01). La flecha indica el momento de la
administracion de BDNF en la Cl una hora antes de la primera sesion de extincion.
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FASE 2. La administracion de BDNF en la CI promueve la extincion del CAS
sin requerir del ensayo de extincion

No se presentaron diferencias significativas entre los grupos durante el
consumo de agua (linea base) ni durante el consumo de sacarina durante la sesion
de adquisicion del CAS. Los promedios de consumo de agua fueron los siguientes
(X +E.S):16.1+1.2,16.7 £ 0.8, 16.6 + 0.7 y 15.9 + 0.7 para los grupos BDNF25-
3d, PBS25-3d, BDNF25-10d y PBS25-10d respectivamente (Fig. 21). Mientras los
promedios del consumo de sacarina durante la adquisicion fueron los siguientes (X
+ES.): 18+ 0.2y 17.6 £ 0.6 15.6 + 0.9 y 16.4 = 0.4 para los grupos BDNF25-3d,

PBS25-3d BDNF25-10d y PBS25-10d respectivamente, como se muestra en la
figura 22.
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Figura 21. Promedio del consumo de agua durante la linea base entre los diferentes grupos.
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Figura 22. Promedio del consumo de sacarina durante la sesién adquisicion entre los diferentes
grupos.
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CONSUMO DE SACARINA (x E.S.M.)

ElI ANOVA de dos vias con medidas repetidas muestra diferencias
significativas entre ambos grupos durante las sesiones de extincion (F(s326)= 40.28,
p<0.001). El analisis post-hoc de Fisher muestra que los grupo BDNF25-3d y
BDNF25-10d presentan diferencias significativas desde la primera hasta la sexta
sesion de extincion (p<0.001) con respecto a los grupos PBS25-3d y PBS25-10d
(Fig. 23). Nuestros resultados son consistentes con estudios previos (Berman et al.,
2003; Casa & Lubow, 2000) al mostrar que la aversion al sabor no muestra
disminucién aun diez dias después de la adquisicion. Este conjunto de resultados
sugieren que la administracion intracortical de BDNF promueve la extincién, aun

cuando el lapso temporal entre la adquisicion y la administracion sea de 10 dias.
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Figura 23. La administracion intracortical de BDNF efectuada un dia previo al primer ensayo de
extincion, o bien tres o diez dias después de la sesion de adquisicion, promueve la extincion
del CAS. La gréafica muestra la sesion de adquisicion (ADQ) y los nueve ensayos de extincion (E1 a
E9) efectuados en los grupos BDFN25-3d, PBS25-3d, BDNF25-10d y PBS25-10d. **(p<0.01) con
respecto a los grupos infundidos con PBS. La flecha indica la administracién intracortical de BDNF
efectuada 25 horas antes de la primera sesion de extincion.
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FASE 3. La administracion de BDNF en la Cl no elimina la memoria original del
CAS

No se presentaron diferencias significativas entre los grupos durante el
consumo de agua (linea base) ni durante el consumo de sacarina durante la sesion
de adquisicion del CAS. Los promedios del consumo de agua fueron los siguientes
(X +E.S.): 15.5 + 0.46 y 15.08 + 0.39 para los grupos BDNF25+REA y PBS25+REA
respectivamente (Fig. 24). Mientras los promedios del consumo de sacarina durante
la adquisicion fueron los siguientes (X = E.S.): 16.1 + 0.72 y 15.2 + 0.36 para los
grupos BDNF25+REA y PBS25+REA respectivamente, como se muestra en la
figura 25.

3

BB BDNF25+REA (n=10)
O PBS25+REA (n=8)

®

o WS, S— TR
= S S

Consumoenml (ES))

oON b P @

Linea bast
Figura 24. Promedio del consumo de agua durante la linea base entre los diferentes grupos.
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Figura 25. Promedio del consumo de sacarina durante la sesidn adquisicién entre los diferentes
grupos.
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CONSUMO DE SACARINA (+ E.S.M.)

Como muestra la figura 26, la administracion intracortical de BDNF efectuada
25 horas antes de la primera sesion de extincion no afecta el trazo original de
memoria del CAS. EI ANOVA de dos vias con medidas repetidas muestra
diferencias significativas entre ambos grupos (F(116)= 37.9, p<0.001). El analisis
post-hoc de Fisher muestra que el grupo BDNF25+REA presenta diferencias
significativas desde la primera hasta la quinta sesion de extincion (p<0.001) con
respecto al grupo PBS25+REA. Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos durante la sesion de readquisicion ni en los cuatro
ensayos de extincion subsecuentes, sugiriendo que el BDNF no degrada el trazo

original de memoria del CAS.
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Figura 26. La administraciéon de BDNF en la Cl no degrada el trazo original de memoria. La
grafica muestra la sesién de adquisicion (ADQ), ocho ensayos de extincion (E1 a E8) asi como la
sesion de readquisicion (rADQ), seguida por cuatro ensayos de extinciéon (E1 a E4) para los grupos
BDNF25+REA y PBS25+REA. **(p<0.01). La flecha indica la administracion intracortical de los
farmacos.
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Por otra parte, el analisis estadistico del experimento control efectuado con el
propdsito de demostrar que la concentracion de cloruro de litio empleada en la
sesion de readquisicion (0.075M), induce una menor aversion al sabor, mostro
diferencias significativas entre los grupos CAS-0.2M y CAS-0.075M durante la
prueba de aversion (p<0.001). El presente resultado concuerda con reportes previos
(Berman et al., 2003; Miranda et al., 2002; Wang et al., 2012), que muestran que es
posible inducir una menor aversion al emplear una baja concentracion de cloruro de

litio como la empleada en la sesion de readquisicion en el presente estudio (Fig. 24).
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Figura 27. Una baja concentracién de cloruro de litio induce una menor aversion al sabor en el
CAS. Se muestra el promedio del consumo de sacarina en las sesiones de adquisicion y prueba del
CAS en los grupos CAS-0.2M y CAS-0.075M. *(p<0.001).

DISCUSION

El BDNF es una neurotrofina regulada por actividad neuronal, esencial para
la expresion y persistencia de la plasticidad sinaptica de largo plazo en el cerebro
adulto (Bekinschtein et al., 2007; Pang et al., 2004). Aunado a lo anterior, se ha
demostrado que la corteza insular participa tanto en la adquisicion como en la
consolidacion del CAS, de manera dependiente de BDNF (Ma et al., 2011); sin
embargo aun se desconocen los mecanismos que subyacen a la extincion de este
condicionamiento. Al respecto, en el presente estudio mostramos que la
administracion aguda de BDNF en la Cl es capaz de promover la extincion del CAS.

Nuestros resultados muestran que el BDNF incrementa el consumo de sacarina
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desde la primera sesion de extincion, lo que sugiere que esta neurotrofina inicia los
mecanismos celulares relacionados con la extincion del citado condicionamiento en
la corteza insular. Asimismo, la administracion del inhibidor K252a en la Cl bloquea
el efecto producido por la neurotrofina, revelando que la modulacion del BDNF
depende de la activacion de su receptor TrkB. Esta serie de resultados concuerdan
con estudios previos en los que se ha demostrado que la sola administracion de
BDNF en la CIL es capaz de inducir la extincion del condicionamiento al miedo
(Peters, Dieppa-Perea, Melendez, & Quirk, 2010; Rosas-Vidal et al.,, 2014).
Adicionalmente, nuestros resultados muestran que la administracion intracortical de
BDNF reduce la aversion al sabor incluso cuando es administrado diez dias
después de la sesion de adquisicion, cuando es posible considerar que el proceso
de consolidacion ha terminado. En este sentido, se ha demostrado que el BDNF
endogeno en la CIL es necesario y suficiente para inducir la extincibn de memorias
asociadas al condicionamiento al miedo tanto recientes (1 dia) como tardias (12
dias), lo que sugiere que esta neurotrofina participa en la extincion,
independientemente del intervalo temporal que se establezca entre la adquisicion y
la primera sesion de extincion (Rosas-Vidal et al., 2014). Aunado a lo anterior, se
conoce que el BDNF es crucial para la persistencia de la memoria en diferentes
ventanas temporales (Bekinschtein et al., 2007; Martinez-Moreno et al., 2011),
particularmente el BDNF es requerido en la Cl para la persistencia del CAS en
intervalos de 5y 7 horas tras la asociacion del malestar gastrico (Martinez-Moreno
et al., 2011); lo que sugiere que la permanencia de la memoria requiere de una
reactivacion constante de los mecanismos moleculares en la Cl. Aunado con los
presentes resultados, estos datos respaldan la idea de que la participacion del
BDNF en la Cl es fundamental para la modulacion del CAS.

Adicionalmente, los resultados derivados del presente estudio muestran que
la administracion bilateral de BDNF en la CI efectuada veinticinco horas antes del
primer ensayo de extincion, incrementa el consumo de sacarina durante esta sesion,
sugiriendo que la administracion aguda de BDNF por si misma puede activar la
cascada de sefalizacion intracelular relacionada con la extincion del CAS. Como se
menciond previamente, el BDNF reduce la aversion al sabor incluso cuando es
administré 10 dias después de la adquisicion, lo que sugiere que el BDNF sefaliza
cascadas intracelulares relacionadas con la extincion a través de distintos

mecanismos sinapticos de corto y largo plazo. Al respecto, se conoce que la
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extincion del CAS involucra la formacion de una nueva memoria y que su
consolidacion requiere de cambios plasticos (Bouton, 2004; Maroun et al., 2012;
Mauk & Ohyama, 2004; Rescorla, 2001). Estudios previos han demostrado que la
extincion potencia las conexiones entre el hipocampo y la corteza prefrontal por lo
que al interferir con esta potenciacion se interfiere con la extincion (Garcia,
Spennato, Nilsson-Todd, Moreau, & Deschaux, 2008). Asimismo estudios previos de
nuestro laboratorio han demostrado que la administracion de BDNF en la ClI,
produce un incremento prolongado de la eficacia sinaptica en el patrén de
comunicaciéon que va del nucleo basolateral amigdalino a la CI (Escobar et al.,
2003). Por tanto, es probable que la extincion del CAS constituya una nueva
memoria que requiere de BDNF para iniciar los mecanismos celulares relacionados
con los cambios sinapticos inherentes a la misma (Minichiello, 2009; Musumeci &
Minichiello, 2011).

Una vez que el BDNF se une a su receptor TrkB, se desencadena una serie
de cascadas de sefializacion entre las que se incluyen la via de las MAPK y la
activacion de PLCy (Minichiello et al., 2002). En combinacion con las vias de
sefalizacion antes descritas, la interaccion BDNF/TrkB es capaz de activar vias de
sefalizacion de PI3K y de las Rho GTPasas. En particular, esta ultima se ha
destacado por su estrecha relacion con las modificaciones estructurales de la
sinapsis (Gomez-Palacio Schjetnan & Escobar-Rodriguez, 2007). A través de las
vias antes mencionadas, el BDNF regula los cambios dependientes de actividad,
que afectan las propiedades sinapticas relacionadas con el mantenimiento de la
memoria de largo plazo de tareas como el condicionamiento al miedo, el laberinto
acuatico y el CAS (Bekinschtein et al., 2007; Martinez-Moreno et al., 2011; Sakata et
al., 2013; Yamada & Nabeshima, 2003). Estudios previos de nuestro laboratorio
muestran que la administracion de BDNF en la CI un dia previo al inicio del
entrenamiento en el CAS, modifica la retencion de la tarea a través de la activacion
de las vias de sefalizacion de las MAPK y PI3K en la CI (Castillo et al., 2006;
Castillo & Escobar, 2011). Estas vias de sefializacion, conducen a la activacion de
diferentes proteinas cinasas como PKC, PKA y CAMK'’s (cinasas dependientes de
calcio-calmodulina). Estas proteinas translocan al ndcleo, produciendo la
fosforilacion del factor de transcripcion del elemento de union responsivo a AMP
ciclico (CREB) que induce la expresion de genes como Arc y Zif286 (Minichiello,

2009; Minichiello et al., 2002), dando como resultado la sintesis de nuevas proteinas
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y promoviendo los cambios sinapticos relacionados con la memoria (Gomez-
Palacio-Schjetnan & Escobar, 2013; Park & Poo, 2013).

Amplia evidencia experimental ha demostrado que la extincién no elimina el
trazo original de la memoria, lo que sugiere que las areas cerebrales relacionadas
con la formacion de memoria no retornan a su estado inicial tras la extincion
(Bouton, 2004; Maroun et al., 2012; Mauk & Ohyama, 2004; Rescorla, 2001). En
este sentido, la extincion del CAS consiste en re-catalogar un sabor como seguro
una vez que fue asociado a un estimulo aversivo, lo que en algunas ocasiones
involucra la modificacion de su representacion cortical (Accolla & Carleton, 2008;
Garcia-Delatorre, Rodriguez-Ortiz, Balderas, & Bermudez-Rattoni, 2010). Al
respecto, los resultados del presente estudio muestran que la administracion de
BDNF en la Cl no degrada el trazo original de memoria del CAS, puesto que no se
observaron diferencias significativas entre el grupo que recibi6 BDNF y el grupo
control tras la sesion de readquisicion. Por otra parte, se conoce que la extincion
puede ser modulada durante su consolidacion (Myskiw et al., 2014). En este sentido
nuestros resultados sugieren que el BDNF en la CI participa en la consolidacion de
la extincion del CAS. En concordancia con lo anterior se ha reportado que tanto el
BDNF endogeno como su receptor TrkB presentan incrementos tanto en la CIL
como en la ABL tras la extincion del CAS (Xin et al., 2014). Asimismo Sakata y
colaboradores muestran en un estudio reciente que ratones mutantes que presentan
una ablacion selectiva de la expresion de BDNF en la corteza prefrontal exhiben
deficiencias en la extincion del CAS (Sakata et al., 2013).

En suma, los presentes hallazgos demuestran la participacion del BDNF en
los mecanismos celulares que subyacen a la extincion de la memoria en regiones
neocorticales; sugiriendo que esta neurotrofina constituye una pieza clave en la

regulacion y mediacion de las modificaciones sinapticas de largo plazo.

CONCLUSIONES
1. La administracion aguda de BDNF en la Cl es capaz de promover la extincion
del CAS en ausencia del ensayo de extincion.
2. La administracion aguda de BDNF no modifica el trazo inicial de memoria del
CAS.

3. EI BDNF inicia los mecanismos plasticos relacionados con la extincion en la CI.
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Articulo que conjunta los principales hallazgos del proyecto de investigacion
gque se presenta en esta tesis. Especificamente muestra que la administracion de
BDNF en la CI promueve la extincion del CAS. El articulo fue aceptado en octubre

del 2014 y publicado en diciembre del mismo afio.
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ABSTRACT

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has emerged as one of the most potent molecular mediators
not only for synaptic plasticity, but also for the behavioral organism-environment interactions. Our
previous studies in the insular cortex (IC), a neocortical region that has been related with acquisition
and retention of conditioned taste aversion (CTA), have demonstrated that intracortical microinfusion
of BDNF induces a lasting potentiation of synaptic efficacy in the basolateral amygdaloid nucleus (Bla})-
IC projection and enhances the retention of CTA memory of adult rats in vivo. The aim of the present
study was to analyze whether acute BDNF-infusion in the IC modifies the extinction of CTA. Accordingly,
animals were trained in the CTA task and received bilateral IC microinfusions of BDNF before extinction
training. Our results showed that taste aversion was significantly reduced in BDNF rats from the first
extinction trial. Additionally, we found that the effect of BDNF on taste aversion did not require extinction
training. Finally we showed that the BDNF effect does not degrade the original taste aversion memory
trace. These results emphasize that BDNF activity underlies memory extinction in neocortical areas

and support the idea that BDNF is a key regulator and mediator of long-term synaptic modifications.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has been proposed as
a key regulator and mediator of long-term synaptic modifications
related to learning and memory (Lu, 2003; Park & Poo, 2013). There
is growing interest on the role of BDNF in memory extinction
(Andero & Ressler, 2012; Cowansage, LeDoux, & Monfils, 2010;
Peters, Dieppa-Perea, Melendez, & Quirk, 2010; Rosas-Vidal, Do-
Monte, Sotres-Bayon, & Quirk, 2014; Xin et al, 2014). In this
regard, it has been shown that extinction of conditioned fear
(Bredy et al., 2007) as well as conditioned place aversion (Wang
et al,, 2012) increases protein expression and gene transcription
of BDNF in prefrontal cortex. In addition, Yu et al. (2009) showed
that the variant BDNF-Val66Met polymorphism leads to a specific
impairment in extinction of conditioned taste aversion (CTA), 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 (Bermidez-Rattoni,
2004; Bermidez-Rattoni, 2014; Yu et al., 2009). In this line of ideas,
it has been reported that BDNF release and synthesis temporally

* Corresponding author at: Division de Investigacidn y Estudios de Posgrado,
Facultad de Psicologia, Universidad Nacional Auténoma de México, C.P. 04510
Meéxico D.F., Mexico. Fax: +(52) (55) 56222310,

E-mail address: mescobar@unam.mx (M.L Escobar).

http://dx.doi.org{10.1016/j.nlm.2014.10.007
1074-7427/@ 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

regulate CTA acquisition and consolidation (Ma et al,, 2011). Our
previous studies in the insular cortex (IC), 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 CTA
(Bermudez-Rattoni, 2004; Bermidez-Rattoni, 2014), have demon-
strated that intracortical microinfusion of BDNF induces a long-
lasting potentiation of synaptic efficacy in the basolateral nucleus
of the amygdala (Bla) to the IC projection of adult rats in vivo
(Escobar, Figueroa-Guzmadn, & Gomez-Palacio-Schjetnan, 2003).
Moreover, intracortical microinfusion of BDNF prior to CTA training
enhances the retention of this task (Castillo, Figueroa-Cuzman, &
Escobar, 2006), in a mitogen-activated protein kinase (MAPK)
and phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) dependent manner
(Castillo & Escobar, 2011). In addition, acute intracortical delivery
of BDNF reverses the deficit in CTA memory, caused by inhibition
of IC protein synthesis due to anisomycin administration
(Moguel-Gonzdlez, Gémez-Palacio-Schjetnan, & Escobar, 2008).
Recent studies suggest that BDNF promotes extinction of fear
memories (Andero & Ressler, 2012). In this sense, infusion of BDNF
60 min before extinction in infralimbic (IL), but not in prelimbic
(Pr) medial prefrontal cortex (mPFC), induces extinction of fear
conditioning (Peters et al., 2010; Rosas-Vidal et al.,, 2014). How-
ever, the participation of BDNF in extinction of CTA remains
unclear. In the present work we analyzed if the acute intracortical
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infusion of BDNF, in a concentration capable to induce a lasting
potentiation of synaptic efficacy in the insular cortex, modifies
the extinction of CTA.

2. Methods
2.1. Animals

A total of 95 male Wistar rats weighting 350-380g 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. Methods were carried out using adequate measures to
minimize pain or discomfort in accordance with the guidelines of
the Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) and the NIH
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals with the
approval of the local animal care committee.

2.2, Cannulae implantation

Animals were implanted bilaterally with 23-gauge stainless
steel cannulae under anesthesia (Pentobarbital, 50 ml/kg i.p.) using
a previously described procedure (Moguel-Gonzilez et al,, 2008).
The tips of the guide cannulae were aimed at 2 mm above the IC
(Castillo et al., 2006). 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-pul Hamilton syringe driven by a microinfusion
pump (Cole Parmer Co., Vernon Hills, IL, USA). After surgery
animals were allowed to recover for 7 days. All groups were histo-
logically analyzed in order to verify the injector tip location.

2.3. Conditioned taste aversion

Seven days after surgery, animals were introduced in the CTA
training, as previously described (Moguel-Gonzalez et al., 2008;
Rodriguez-Durdn, Castillo, Moguel-Gonzalez, & Escobar, 2011).
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, USA), and
10 min later, the animals received 7.5 ml/kg i.p. of a 0.2 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 was used as a measure of strength of the aversion. In
order to determine the participation of BDNF in the CTA extinction,
a total of nine extinction trials were given to all groups.

2.4, Experimental design

To evaluate the effects of IC microinfusion of BDNF on the
extinction of CTA, animals were distributed in the following treat-
ment groups: BDNF group (n = 10), which received an intracortical
infusion of BDNF (2 pg/2 pl, Alomone Labs. Jerusalem; Martinez-
Moreno, Rodriguez-Durdn, & Escobar, 2011; Moguel-Gonzdlez
et al, 2008; Escobar et al., 2003; Castillo et al., 2006); PBS group
(n=10) which received an intracortical infusion of phosphate buf-
fer solution (2 pl) as vehicle; CYT-C group (n = 8), which received
the same treatment as PBS group with PBS containing recombinant
cytochrome c from yeast, a protein with similar physical and
chemical properties as BDNF (2 pg/2 pl, Sigma, St. Louis, MO;
Castillo et al., 2006) and BDNF+K252a group (n = 9), which received
the same treatment as the BDNF group in combination with K252a,

an inhibitor of Trk receptors (2 pg of BDNF/2 pul of K252a, 20 pM,
Alomone Labs., Jerusalem; Castillo & Escobar, 2011; Castillo et al.,
20086). For all groups, intracortical infusions were given to hand-
restrained conscious animals one hour before the first extinction
trial and three days after the acquisition session (Peters et al.,
2010). An additional control group (CON, n=10) remained intact
during the whole procedure.

[n order to determine whether the BDNF-induced reduction in
taste aversion was independent upon the extinction session, we
repeated the previous experiment but omitted the extinction train-
ing from the BDNF-infusion day. Animals were distributed in the
following treatment groups: BDNF25-3d group (n=9), which
received an intracortical infusion of BDNF (2 ug(2 pl, Alomone Labs.
Jerusalem) and PBS25-3d group (n = 8), which received an intracor-
tical infusion of phosphate buffer solution (2 pl) as vehicle. For both
groups, intracortical infusions were given to hand-restrained con-
scious animals twenty-five hours before the first extinction trial
and three days after the acquisition session. Animals were offered
to drink water instead of saccharin one hour after the infusions. In
order to discard late effects on consolidation of the original memory
trace, we delayed the beginning of extinction in two additional
groups (BDNF25-10d; n = 8 and PBS25-10d: n = 5), which in similar
conditions as BDNF25-3d and PBS25-3d received intracortical infu-
sions of BDNF or PBS respectively, ten days after the acquisition
session.
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Fig. 1. Insular cortex microinfusion of BDNF promotes CTA extinction. (A)
Schernatic representation and coronal section showing guide cannulae and micro-
injector placement in the IC (insular cortex). (B) Diagram of the experimental
procedure, (C) Point-plot of the acquisition session (ACQ) and nine extinction trials
(E1-ES) given to PBS, BDNF, CyT-C, BDNF+K252a and CON groups. **p < 0.01. Arrow
indicates the acute intracortical infusion of drugs. Scale bar: 1 mm.
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Experimental extinction does not reflect loss of the original mem-
ory, but rather reflects new learning (Berman, Hazvi, Stehberg, Bahar,
& Dudai, 2003; Myers & Davis, 2002). Thus, in order to analyze
whether intracortical infusion of BDNF modifies the original CTA
memory-trace, two additional groups were introduced to a CTA reac-
quisition session. The animals were divided in the following groups:
BDNF25+REA (n = 10), which in the similar conditions as BDNF25-3d
group received an intracortical infusion of BDNF (2 pg/2 ul, Alomone
Labs. Jerusalem) twenty-five hours before the extinction trial and
PBS25+REA group (n=8), which received an intracortical infusion
of phosphate buffer solution (2 pl) as vehicle, twenty-five hours
before the extinction trial. Ten minutes after saccharin consumption
during the ninth extinction trial animals from both groups received a
7.5 ml/kg i.p. of a 0075 M solution of LiCl (Berman et al., 2003;
Miranda, Ferreira, Ramirez-Lugo, & Bermidez-Rattoni, 2002). This
weaker unconditioned stimulus enables us to explore the reacquisi-
tion of CTA. Four additional extinction trials were given in order to
extinguish the reacquired behavior.

3. Results
3.1. Histology

Histological examinations revealed that injectors were correctly
placed in the IC for all groups (Fig. 1A). Four animals with unclear
cannula placements were discarded.

3.2. Conditioned taste aversion acquisition

No significant differences were found among groups neither in
the baseline water intake nor during the acquisition session.

141
3.3. Infusion of BDNF in the IC promotes extinction of CTA

As shown in Fig. 1B, the intracortical microinfusion of BDNF in
the IC one hour before the first CTA extinction trial reduces the
taste aversion. Two-way ANOVA with repeated measures on the
extinction sessions revealed significant differences among BDNF,
PBS, BDNF+K252a, Cyt-C and CON groups (Fa»)=44.88,
p < 0.001). Post-hoc analysis with Fisher's test showed specific dif-
ferences during the first, second, third, fourth, fifth and sixth
extinction trials between BDNF and all the others groups
(p <0.001). On the seventh, eighth and ninth extinction trials, no
differences among groups were found, indicating that they all
showed a maximum aversion and therefore a plateau effect. These
results reveal that intracortical delivery of BDNF promotes CTA
from the first extinction trial.

3.4. BDNF-infusion in the IC reduced taste aversion without the first
extinction session either 3 or 10 days after acquisition

As shown in Fig. 2, intracortical infusion of BDNF reduces taste
aversion even when given at twenty-five hours before the first
extinction trial and either 3 or 10 days after the acquisition session
(Fig. 2B). Two-way ANOVA with repeated measures on the extinc-
tion sessions revealed significant differences among BDNF25-3d,
PBS25-3d and BDNF25-10d groups (F20,=39.67, p<0.001).
Post-hoc analysis with Fisher's test showed specific differences
between PBS25-3d and both BDNF-infused groups during the first,
second, third, fourth, fifth and sixth extinction trials (p < 0.001). On
the seventh, eighth and ninth extinction trials, no differences
among groups were found. In addition, we show that in accordance
with previous studies {Berman et al., 2003; De la Casa & Lubow,
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Fig. 2. Intracortical infusion of BDNF one day prior to the first extinction trial and either 3 or 10 days after the acquisition session promotes CTA extinction. (A) Diagram of the
experimental procedure. (B) Point-plot of the acquisition session (ACQ) and nine extinction trials (E1-E9) given to BDNF25-3d PB525-3d and BDNF25-10d groups. Inner graph
shows the bar plot of saccharin consumption during the acquisition session (ACQ) and the first extinction trial (E1) for PBS25-10d and PBS25-3d groups. *'p < 0.01. Arrow

indicates the acute intracortical infusion of drugs 25 h before the first extinction trial.
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2000), taste aversion remains unaltered even ten days after the
acquisition session as can be observed in group PBS25-10d which
did not showed significant differences with group PBS25-3d (inner
graph Fig. 2B). Taken together these results suggest that intracorti-
cal infusion of BDNF in the IC promotes CTA extinction regardless
the delay between acquisition and infusion.

3.5. BDNF does not degrade the original CTA memory-trace

As shown in Fig. 3B, intracortical infusion of BDNF twenty-five -
hours before the first extinction session do not affects the original
CTA memory-trace. Two-way ANOVA with repeated measures on
the extinction sessions revealed significant differences between
BDNF25+REA and PBS25+REA groups (F.1¢=37.9, p<0.001).
Post-hoc analysis with Fisher's test showed specific differences
during the first, second, third, fourth and fifth extinction trials
between BDNF25+REA and PBS25+REA groups (p< 0.001). On the
sixth, seventh, eighth and ninth extinction trials, no differences
between groups were found. Also, not significant differences were
found among groups neither in the reacquisition nor in the four
subsequent extinction trials, suggesting that BDNF infusion left
the original CTA-memory intact.

4. Discussion

BDNF has been considered as a protein synthesis product regu-
lated by neuronal activity that is essential for the expression and per-
sistence of long-term synaptic plasticity in the adult brain
(Bekinschtein et al., 2007; Pang et al, 2004). It has been demon-
strated that IC participates on both, the acquisition and consolidation

(A)
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of CTA in a BDNF-dependent manner (Via et al., 2011), but the mech-
anisms to underlie CTA-extinction remain unclear. In the present
study we show that acute BDNF-infusion in the IC is able to promote
extinction of CTA. Our results show that BDNF enhances the saccha-
rin consumption from the first extinction trial, suggesting that BDNF-
infusion initiates extinction-related mechanisms in this area. Micro-
infusion of K252a blocks the functional effects produced by BDNF,
revealing that the BDNF modulation is dependent on its TrkB recep-
tor activation. In agreement with our data, previous studies have
demonstrated that a single BDNF-infusion is able to induce extinc-
tion of fear conditioning by itself in the infralimbic cortex (Peters
et al., 2010; Rosas-Vidal et al., 2014). In addition, our present results
show that intracortical infusion of BDNF reduces taste aversion even
when given ten days after the acquisition session, when most of the
consolidation processes have terminated. In this regard, it has been
demonstrated that endogenous BDNF in infralimbic cortex is neces-
sary and sufficient to induce extinction of recent (1 day) and older
(14 days) fear memories, suggesting that this neurotrophin partici-
pates in fear conditioning extinction independently of the delay
between the acquisition and the first extinction-trial (Rosas-Vidal
etal,2014). BDNF is crucial for the persistence of memories in differ-
ent time windows (Bekinschtein et al., 2007; Martinez-Moreno et al.,
2011). Particularly, BDNF in the IC is required for the persistence of
CTA at 5 and 7 h after the taste-malaise association (Martinez-
Moreno et al., 2011), suggesting that a new round of consolidation-
like events take place in the IC for the maintenance of the CTA mem-
ory trace. Together with the present results, those data support the
notion that BDNF in the IC is crucial for the ongoing modulation of
CTA.

Additionally, our present results show that bilateral infusion of
BDNF in the IC twenty-five hours before the first extinction trial
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Fig. 3. BDNF microinfusion in the IC does not degrade the original CTA memory-trace. (A) Diagram of the experimental procedure. (B) The BDNF effect in CTA extinction does
not degrade the original CTA memory-trace. Point-plot of the acquisition session (ACQ), eight extinction trials (E1-E8) and reacquisition session (rACQ) followed by four
extra-extinction trials (E1-E4) given to BDNF25+REA and PBS25+REA groups. **p < 0.01. Arrow indicates the acute intracortical infusion of drugs.
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enhances the saccharin consumption during this session, showing
that the acute microinfusion of BDNF by itself could activate the
downstream signaling related to CTA extinction. As mentioned
before, the BDNF-dependent reduction in taste aversion was
observed even when the neurotrophin was administrated 10 days
after the acquisition session. BDNF signaling may lead to extinction
through several different mechanisms as short-term activation and
long-term synaptic changes. Extinction of CTA forms a new mem-
ory and consolidation of extinction requires plasticity (Bouton,
2004; Maroun, Kavushansky, Holmes, Wellman, & Motanis, 2012;
Mauk & Ohyama, 2004; Rescorla, 2001). Previous studies have
demonstrated that extinction potentiates the hippocampal-
prefrontal pathway, and disrupting this potentiation disrupts
extinction recall (Garcia, Spennato, Nilsson-Todd, Moreau, &
Deschaux, 2008). In this regard, our previous studies showed that
acute administration of BDNF in the IC in anesthetized adult rats
induces a lasting potentiation of synaptic efficacy (Escobar et al.,
2003). Thus, considering that extinction of CTA forms a new mem-
ory, BDNF dependent-communication could initiate a cascade of
molecular mechanisms related with activity-dependent synaptic
changes (Minichiello, 2009; Musumeci & Minichiello, 2011) that
supports the extinction-related plasticity. This neurotrophin and
its high affinity receptor TrkB trigger a molecular cascade of
proteins, as the MAPK, the phospho-lipase C-gamma (PLC-gamma)
and the PI-3K pathways (Minichiello et al., 2002). Through these
pathways, BDNF regulates the activity-dependent changes in
synaptic properties related with the maintenance of the long-term
memory of learning tasks as fear conditioning, Morris water maze
and CTA (Bekinschtein et al., 2007; Martinez-Moreno et al,, 2011;
Sakata et al, 2013; Yamada & Nabeshima, 2003). Our previous
studies on the IC showed that microinfusion of BDNF previous to
CTA training modifies the retention of this task, through the activa-
tion of MAPK and PI-3K at the IC (Castillo & Escobar, 2011; Castillo
et al,, 2006). The mentioned molecular cascades converge in the
activation of transcription factors, such as cyclic adenosine mono-
phosphate response element-binding protein (CREB), which induce
gene expression (e.g., Arc and Zif 286) and thereby memory-related
synaptic changes (Minichiello, 2009; Minichiello et al., 2002).

Extensive evidence proposes that extinction does not reverse
acquisition, suggesting that memory-related areas in the brain do
not return to their naive state after the extinction of an acquired
behavior (Bouton, 2004; Maroun et al.,, 2012; Mauk & Ohyama,
2004; Rescorla, 2001). Our present results show that BDNF infusion
does not degrade the original CTA memory trace since no differ-
ences were found between BDNF-infused and control animals in
the extent to which saccharin consumption could be reinstated after
the reacquisition session. Extinction can be modulated by influenc-
ing its consolidation period (Myskiw, Izquierdo, & Furini, 2014) and
we propose that BDNF in the IC participates in the consolidation of
the CTA-extinction memory-trace. Accordingly, in a recent study
Xin and collaborators demonstrated the participation of BDNF
signaling transmission from basolateral amygdala to infralimbic
prefrontal cortex in CTA extinction (Xin et al., 2014) and Sakata
et al. (2013) showed that mutant mice with selective disruption of
activity-dependent BDNF expression in prefrontal cortex impairs
the extinction of CTA, stressing the importance of endogenous BDNF
on this process (Sakata et al., 2013).

5. Conclusions

In summary, our data show that BDNF in the IC initiates
CTA-extinction without altering the original memory-trace. These
findings emphasize that BDNF activity underlies memory extinc-
tion in neocortical areas and support the idea that BDNF is a key
regulator of long-term synaptic modifications.
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