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RESUMEN

Entre las moléculas asociadas a los procesos de consolidacion y persistencia de la
memoria destaca la participacion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF),
que juega un papel relevante en la modulacion de la plasticidad sinaptica de la
neocorteza y el hipocampo de cerebros adultos. Estudios previos de nuestro grupo
de investigacion muestran que la infusién aguda de BDNF tanto en la corteza insular
(Cl) como en el &rea CA3 del hipocampo es capaz de inducir potenciacion de largo
plazo (LTP). El hecho de que esta neurotrofina module la plasticidad sinaptica en
ambas estructuras hace posible analizar diferentes aspectos de su participacion en la
plasticidad sinaptica neo y paleocortical. En primera instancia se analizd la
participacion del BDNF en el fortalecimiento de la memoria de aversién al sabor
(CAS). Para ello se administrd la neurotrofina en la Cl inmediatamente después de la
adquisicion del CAS en dos diferentes condiciones uno “fuerte” y uno “débil”. Los
resultados muestran que el BDNF transforma un CAS débil en uno fuerte, a través de
mecanismos dependientes de la interaccion con su receptor Trk. En la segunda fase
se analizo si la LTP producida por BDNF en la via de las FM hipocampales requiere
de sintesis de nuevas proteinas y de ARNm para el mantenimiento tanto de la
eficiencia sindptica como de la reorganizacién estructural. Para ello, se indujo LTP in
vivo a través de la administracion aguda de BDNF en el &rea CA3 del hipocampo, en
presencia de un inhibidor de sintesis proteica o de un inhibidor de la sintesis de
ARNmM. Siete dias después del procedimiento electrofisiolégico, se evalud la
reorganizacion sinaptica de las fibras musgosas hipocampales. Los resultados
muestran que el BDNF hace posible tanto el incremento de la eficiencia sinaptica
como la modificacién estructural de las FM de manera independiente de la sintesis

de ARNm y de proteinas de novo.

Estos hallazgos en conjunto indican que el BDNF es un modulador esencial de la
fortaleza y del mantenimiento de la plasticidad sinaptica neo y paleocortical capaz de
fortalecer el trazo de una memoria aversiva dependiente de la integridad de la
corteza insular, asi como de inducir y mantener la plasticidad sinaptica funcional y

estructural de las fibras musgosas hipocampales.



ABSTRACT

Among the molecules associated with the processes of memory consolidation and
persistence, distinguish the participation of brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
which plays a relevant role in the modulation of the synaptic plasticity of the neocortex
and hippocampus of adult brains. Previous studies from our group show that acute
infusion of BDNF in both the insular cortex (IC) and the CA3 area of the hippocampus
is capable of inducing long-term potentiation (LTP). The fact that this neurotrophin
modulates the synaptic plasticity in both structures makes it possible to analyze
different aspects of its participation in neo and paleo cortical synaptic plasticity. At
first, we analyzed the participation of BDNF in the strengthening of taste aversion
memory (CTA). For this purpose, the neurotrophin was administered in the IC
immediately after the CTA acquisition in two different conditions: one "strong" and
one "weak". The results show that BDNF transforms a weak CTA into a strong one,
through mechanisms dependent on the interaction with its Trk receptor. In the second
phase, it was analyzed whether the LTP induced by BDNF in the hippocampal MF
pathway requires of new protein synthesis and mRNA for the maintenance of both
synaptic efficiency and structural reorganization. Accordingly, in vivo LTP was
induced through the acute administration of BDNF in the hippocampal CA3 area, in
the presence of either an inhibitor of mMRNA synthesis or protein synthesis. Seven
days after the electrophysiological procedure, the synaptic reorganization of the
hippocampal mossy fibers was evaluated. Our results show that BDNF is able to
induce a lasting potentiation of synaptic efficacy at the MF projection accompanied by
a structural reorganization at the CA3 area in an mRNA synthesis and protein
translation-independent manner.

These findings together indicate that BDNF is an essential modulator of the strength
and maintenance of neo and paleocortical synaptic plasticity, able to strengthen the
tracing of an aversive memory dependent on the integrity of the IC, as well as to
induce and maintain the functional and structural synaptic plasticity of the
hippocampal MF.



1. GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ABREVIATURA SIGNIFICADO

AMPA Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazol propiénico

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ANI Anisomicina

AP Antero-posterior

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNPI ARN Polimerasa tipo |

ARNPII ARN Polimerasa tipo Il

ARNPIII ARN Polimerasa tipo Il

ATP Adenosin trifosfato

BDNF Factor neurotroéfico derivado del cerebro
BLA Amigdala basolateral

CaMKIll Proteina cinasa tipo Il dependiente de

calcio-calmodulina cinasa tipo |l

CAS Condicionamiento de aversion al sabor
CASd CAS débil

CASf CAS fuerte

CEA Amigdala central

Cl Corteza insular
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glicina)

5,6-dicloro-1--D

ribofuranozilbenzimidazol

Receptores activados exclusivamente

por drogas de disefio
Dorso-ventral
Proteasa extracelular

Factor de iniciacion de la traduccién

eucarionte 4
Fase temprana de la LTP

Proteina Cinasa regulada por una sefial

extracelular
Fibras musgosas

Transferencia de energia por
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Grb2
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[IP-FM

IP3

K252a

LiCl

L-LTP

LTP

MAPK

mMmBDNF

MCP

MEK

mGlu5

mGIuRlI

ML

MLP

glutamato

Proteina adaptadora 2 unida al receptor
del factor de crecimiento

Estimulacion de alta frecuencia

Proyeccion intra e infrapiramidal de las
fibras musgosas

Inositol trifosfato

Inhibidor de los receptores a

tropiomiocina cinasa

Cloruro de litio

Fase tardia de la LTP

Potenciacion de Largo Plazo

Proteina cinasa activada por mitbgeno
BDNF maduro

Memoria de corto plazo

Proteina cinasa regulada por mitégeno
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Receptores metabotrépicos de
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glutamato del grupo Il
Medio-lateral
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mTOR

NGF
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NPB
NPb

NT 4/5
NT6
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NTS
NTS
p75NTR
P13k
PKA
PKC
PLCy
PPSEs
proNTS
Rab3A
RNAPoll

SL

Proteina blanco de rapamicina en
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Factor de crecimiento nervioso
N-metil-D-aspartato

Nucleo posteromedial parabraqueal
Nucleo parabraqueal

Neurotrofina 4/5

Neurotrofina 6

Neurotrofina 7

Neurotrofinas

Nucleo del tracto solitario

Receptor p75
Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato-3-cinasa
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2. INTRODUCCION

El tratar de dilucidar los mecanismos mediante los cuales el sistema nervioso central
(SNC) almacena informacién por periodos prolongados ha representado un reto para
las neurociencias en los ultimos afios. Entre las estrategias utilizadas para develar
dichos mecanismos se encuentra el estudio de las modificaciones de la eficiencia
sinaptica de larga duracion y de la reorganizacion estructural dependientes de la
actividad. Estos fendmenos tienen especial relevancia para el estudio de los
fenbmenos de aprendizaje y memoria, ademas de otros comportamientos
adaptativos, debido a que representan expresiones de plasticidad sinaptica de larga
duracion (Malenka y Bear, 2004). Asi, se ha descrito que la persistencia de la
memoria es resultado directo de la participacién de eventos celulares y moleculares.
En este sentido, la consolidacion y la persistencia de la memoria estan mediadas
tanto por mecanismos moleculares que regulan la transcripcion de genes, como por
mecanismos epigenéticos que modulan la expresion de ésta, produciendo
modificaciones de largo plazo (Stafford y Lattal, 2011). Entre las proteinas
relacionadas a la persistencia de la memoria se ha revelado la participacién crucial
de una familia de proteinas llamadas neurotrofinas, entre cuyas funciones se
encuentra el controlar la sobrevivencia, el crecimiento y las capacidades funcionales

de poblaciones especificas de neuronas (Lu et al., 2005).



3. ANTECEDENTES

3.1. El aprendizaje y la memoria

El aprendizaje es el mecanismo a través del cual adquirimos informacion acerca del
mundo, mientras que la memoria es el procedimiento por el cual este conocimiento
es codificado, almacenado y mas tarde recuperado (Kandel et al., 2000). Para su
estudio, se han generado varias clasificaciones, y una de las mas empleadas es la
que clasifica este proceso con base en una linea temporal de la informacion

almacenada (Figura 1).

La memoria de corto plazo es de breve duracién, aproximadamente de entre
segundos a pocas horas, mientras que la memoria de largo plazo es mas duradera e
incluso puede mantenerse a lo largo de toda la vida. Existe una transicion de la
memoria de corto a la de largo plazo, que depende de varias caracteristicas
intrinsecas al evento, lo cual ocurre dentro de un proceso denominado consolidacion
(McGaugh, 2000). Este proceso se refiere a una progresiva estabilizacion post-
adquisicion de la informacién hacia el largo plazo, que es dependiente del tiempo y
durante la cual la memoria es susceptible de ser alterada, por ejemplo, debido a la
administracion de farmacos que inhiben la sintesis de nuevas proteinas o de acido
ribonucleico mensajero (ARNm). La propuesta del requerimiento de esta fase para
generar un trazo de memoria estable fue desarrollada por Miiller y Pilzecker desde

principios del siglo XX (Squire y Kandel, 1999).



Consolidacion

Evocacion
MCP MLP ‘

Memoria

Evocacion

}

Tiempo (Escala Log)

Figura 1. Clasificacion temporal de la memoria. La figura muestra la
clasificacion de la memoria con referencia al tiempo. Esta consta de la
memoria de corto plazo (MCP) y de la memoria de largo plazo (MLP). Entre
estas dos fases se encuentra el proceso de consolidaciéon y la memoria esta
sujeta a la evocacion. (Modificado de Dudai, 2004).

3.2. Consolidacién de sistemas

El proceso de consolidacion puede ser estudiado desde distintos niveles de analisis
entre los cuales se incluye la consolidacion celular y la consolidacion de sistemas. A
nivel celular, para que las nuevas memorias sean transferidas a un almaceén de largo
plazo se requiere de sintesis de nuevas proteinas, asi como de nuevo ARNm que
posibiliten las modificaciones persistentes de la arquitectura sindptica (Dudai y
Morris, 2000). Por su parte, la consolidacion de sistemas ha sido descrita como el
proceso por el cual las memorias, inicialmente dependientes del hipocampo, son

reorganizadas en regiones de la neocorteza con el paso del tiempo (Squire et al.,

2015).
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Las bases de la teoria de consolidacion de sistemas se establecen a partir de
estudios psicolégicos en pacientes que sufrieron dafio cerebral en regiones
restringidas del l6bulo temporal medial y del hipocampo. En estos pacientes se
observé que la memoria formada recientemente era mas susceptible de alteracion en
comparacion con las memorias remotas (Scoville y Millner, 1957; Eslinger, 1998;
Bayley et al., 2003; Buchanan et al., 2005; Kirwan et al., 2008; Kopelman y Bright,
2012; citados por Squire et al., 2015). Estas evidencias han sido apoyadas por
investigaciones realizadas en animales, en las cuales se ha reportado que las
lesiones electroliticas, excitotoxicas o la inactivacion farmacolégica del hipocampo en
roedores afectan la evocacion de la memoria reciente, pero no de la remota (Kim y
Fanselow, 1992; LeDoux y Nader, 2002; Restivo et al., 2001; Winocour et al., 2009,
2013; Goshen et al., 2011; Tayler et al., 2013; citados por Wiltgen y Tanaka, 2013).
Incluso se ha descrito que el dialogo entre el hipocampo y la neocorteza involucra a
las denominadas “sharp-wave ripples”, que son oscilaciones breves (alrededor de
100 milisegundos) con una frecuencia mayor a los 100 Hz. Estas oscilaciones suelen
observarse durante el suefio de ondas lentas y son un indicador de la repeticion de
experiencias recientes (Girardeu, et al., 2009; Ego-Stengel y Wilson, 2010; Maingret
et al., 2016; Yamamoto y Tonegawa, 2017). Estos eventos podrian coordinar la
actividad hipocampo-neocoreza durante el almacenamiento de informacion
(Nakashiva et al., 2009; Ego-Stengel y Wilson, 2010; Jadhav et al., 2012; citados por
Wiltgen y Tanaka, 2013; y por Tonegawa, Morrissey y Katimura, 2018). Esta serie de
hallazgos respaldan la idea de que el hipocampo es esencial para la formacion y

evocacion de las memorias recientes, teniendo una funcion de almacén temporal;

11



mientras que los trazos de memoria permanente se estabilizan en regiones

neocorticales (Alvarez y Squire, 1994; Tonegawa, Morrissey y Katimura, 2018).

Sin embargo, estudios realizados en humanos empleando imagenologia
funcional, han mostrado que la actividad del hipocampo incrementa ante la evocacion
de memorias tanto recientes como remotas (Moscovitch et al., 2006; Rekkas y
Constable, 2005). Efectos similares han sido reportados en modelos animales
utilizando lesiones electroliticas, mostrando que las lesiones en el hipocampo
impiden la evocacion de la memoria al contexto sin importar la antigiiedad de la

misma (Lehmann et al., 2007; Sparks et al., 2011, citados por Squire et al., 2015).

Estudios recientes utilizando técnicas como la optogenética han desarrollado un
nuevo supuesto que reconcilia ambos puntos de vista. Esta propuesta sefiala que
una rapida generacion de engramas celulares que se encuentran en estado silente
en areas neocorticales, tiene lugar mientras se lleva a cabo el aprendizaje de una
tarea. Dichos engramas presentan una maduracién lenta durante el periodo de post-
entrenamiento, que es auxiliada por los engramas activos en el hipocampo. Este
proceso de maduracién involucra el aumento en la densidad de espinas dendriticas
en la neocorteza, la cual también requiere de la actividad de los engramas

hipocampales (Tonegawa, Morrissey y Katimura, 2018).
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3.3. La potenciacion de largo plazo (LTP) y su relacién con los procesos de

aprendizaje y memoria

La memoria se refleja en la capacidad de las neuronas para modular las respuestas
evocadas por un estimulo y para reactivar una respuesta en ausencia del estimulo
que la origind (Eichenbaum, 1996). La potenciaciéon de largo plazo (LTP) de la
transmision sinaptica excitatoria es un fenomeno experimental que ha contribuido
sustancialmente al estudio de los procesos de aprendizaje y memoria. La LTP fue
descrita inicialmente en 1973 por Bliss y Lomo, quienes reportaron que al aplicar
trenes breves de alta frecuencia en la via que va del patron perforante al giro
dentado en el hipocampo de conejos, aumentaba la fuerza de las conexiones
sinapticas (Bliss y Lomo, 1973). Actualmente la LTP es definida como el incremento
prolongado de la eficiencia sinaptica debido a la estimulacion de las vias aferentes a
un area determinada del sistema nervioso y se sabe que puede ser inducida en

diferentes zonas cerebrales (Mayford et al., 2012).

Ademas de su persistencia en el tiempo, la LTP posee caracteristicas que la
convierten en una poderosa herramienta para explicar los eventos que, a nivel
celular, bioquimico y molecular, subyacen a la plasticidad sinaptica relacionada con

la memoria, tales como la especificidad, asociatividad y cooperatividad.

Existen numerosas evidencias que muestran la estrecha relacion entre los
procesos de aprendizaje y memoria con el fenbmeno de la LTP. Algunos de estos
ejemplos son los estudios realizados por dos grupos independientes en la region de

la amigdala. En este sentido, Rogan y cols. (1997) demostraron in vivo que el

13



condicionamiento de miedo al tono produce incrementos en la pendiente y en la
amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSESs) en la amigdala lateral
de ratas adultas (Rogan et al., 1997). De manera similar, McKernan y Shinnick-
Gallagher (1997), demostraron que 24 hrs después del entrenamiento en una tarea
de condicionamiento al miedo, se producia una facilitacion presinaptica en la
amigdala lateral en preparaciones in vitro (McKernan y Shinnick-Gallagher, 1997). En
la corteza motora primaria de ratas adultas se han observado cambios en la
eficiencia sinaptica después de haber efectuado una tarea de aprendizaje de
habilidad motora, mostrando que la amplitud de los PPSEs en la corteza motora del
hemisferio entrenado aumentd significativamente con respecto a la corteza motora
primaria del hemisferio contralateral (Rioult-Pedotti et al., 1998). En concordancia con
lo anterior, en un estudio en el hipocampo se mostré un incremento de la eficiencia
sinaptica en el &rea CAl de ratas adultas in vivo después del entrenamiento en una

tarea dependiente de la actividad hipocampal (Whitlock et al., 2006).

3.4. Mecanismos moleculares de laLTP y la memoria

Se ha descrito que la adquisicién de la memoria tiene lugar tras la modificacion de la
transmision sinaptica entre las neuronas involucradas, en tanto que la consolidacion
requiere, en adicion, de expresion de nuevos genes y de sintesis de proteinas. El
principal sistema de neurotransmision sinaptica excitatoria en el hipocampo y otras
regiones estructurales, como la neocorteza, es de naturaleza glutamatérgica (Bear et

al., 2016).
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Durante la actividad, las terminales presinapticas liberan glutamato al espacio
extracelular, y este neurotransmisor activa a los receptores AMPA (acido y-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico) de la célula postsindptica, permitiendo la
entrada de Na* al interior de la célula. Otro tipo de receptores, los NMDA (N-metil-D-
aspartato), aunque también se activan ante la presencia de glutamato, se encuentran
bloqgueados por el ion Mg? y para eliminar este bloqueo es necesario la
despolarizacién de la membrana, lo cual ocurre gracias a la entrada de Na* a través
de receptores como AMPA. Los receptores NMDA ademas son permeables a Ca?*
(Malenka y Bear, 2004). Asi, la entrada de calcio a través de los receptores NMDA
especificamente sefaliza cuando los elementos pre y postsindpticos estan activos al
mismo tiempo. Los iones de calcio activan diferentes vias de sefalizacion, muchas
de las cuales incluyen proteinas cinasas y fosfatasas, dependiendo de la cantidad de
calcio entrante. Estas proteinas cinasas son necesarias para mantener la LTP y la

memoria por periodos de tiempo prolongados.

Una de las proteinas cinasas activadas por calcio es la proteina cinasa tipo |l
dependiente de calcio-calmodulina (CAMKII), que funciona como una sefial para
desencadenar varias vias de transduccion de sefiales en el interior de la célula
(Lisman et al.,, 2002; Lambroso y Ogren, 2009). El calcio que entra a la célula
también produce la ativacion de la proteina adenilato ciclasa, la cual produce
adenosin monofostato ciclico (AMPc) a partir de moléculas de adenosin trifosfato
(ATP). Este AMPc producido, activa, entre otros blancos, a la proteina cinasa
dependiente de AMPc (PKA). Al ser activada esta proteina, ocurre una disociacion de

su sub unidad reguladora de la catalizadora, permitiendo la translocacién de esta
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altima al ndcleo. Una vez en el interior del ndcleo, transfiere sus grupos fosfato para
la activacion de factores de transcripcion como la proteina de unién responsivo al
elemento de AMPc (CREB) que interviene en la modulacién de la transcripcion de
varios genes implicados en la plasticidad sinaptica (Meinkoth et al., 1993). La
proteina PKA también favorece la fosforilacion de varios substratos blanco,
incluyendo las subunidades de receptores a glutamato, como los de tipo AMPA

(Lambroso y Ogren, 2009).

En este orden de ideas, otra proteina implicada en el mantenimiento de la
memoria por periodos prolongados es la cinasa regulada por sefal extracelular
(ERK), un miembro de la familia de las proteinas cinasas activadas por mitégeno
(MAPK). De hecho, se ha descrito que varios aspectos de la sefializacion de ERK
son criticos para la consolidacion de la memoria. Uno de estos aspectos es que la
actividad de ERK es requerida para iniciar la traduccion local de los &acidos
ribonucleicos mensajeros (ARNmM) presentes en las espinas dendriticas. Una
segunda funcion es su rapida translocacién al ndcleo de las neuronas, donde
produce la fosforilacion de varios factores regulatorios de la transcripcion, lo cual
favorece la transcripcion de diversos ARNm que son transportados a lo largo de las
dendritas hacia las espinas y las sinapsis (Atkins et al., 1998; Lambroso y Ogren,

2009) (Figura 2).
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Asimismo, ya desde hace varias décadas se ha descrito que ciertos factores
troficos juegan un papel muy importante en la persistencia de la memoria (Kang y
Schuman, 1995; Bramhan et al., 1996).

3.5. Neurotrofinas

La diversidad celular es derivada de la orquestacion de procesos diversos y
complejos tales como la proliferacion, diferenciacion, crecimiento, migracion y
formaciones sinapticas. Dentro de los mensajeros quimicos involucrados en tales
procesos se encuentra una familia de proteinas llamadas neurotrofinas (NTS),
conformada por el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrofico

derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3), la neurotrofina 4/5 (NT-4/5), asi
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como por la neurotrofina 6 (NT-6) y la neurotrofina 7 (NT-7). Las NTs (como otros
péptidos) son sintetizados como proneurotrofinas (proNTs) que son precursores de
las proteinas maduras, las cuales son procesadas por un numero diverso de enzimas
gue convierten a las proneurotrofinas en proteinas maduras una vez que alcanzan el
espacio extracelular (Gomez-Palacio-Schjethan y Escobar, 2013). En su forma
madura cada una de estas proteinas forma un complejo con otra proteina similar,
conformando una estructura dimérica que permite la activacidon de sus receptores
especificos que son los receptores tropiomiocina cinasa (TrkA, TrkB y TrkC).
Ademas, cada neurotrofina, en su forma inmadura activa al receptor p75 (p75NTR),
miembro de la super familia de los receptores del factor de necrosis tumoral (Lu et

al., 2005) (Figura 3).

Figura 3. El ying y el yang de los
receptores a neurotrofinas y su
funcién. Las acciones de las
neurotrofinas son mediadas por dos
clases de receptores
transmembranales: Trk y p75N'R, los
cuales preferencialmente se unen a
proteinas maduras y
proneurotrofinas, respectivamente,
produciendo respuestas biolégicas
opuestas tales como LTP y LTD.
Cada receptor de neurotrofinas -
TrkA, TrkB, TrkC vy el receptor p75
(p75NR)—  es caracterizado por
afinidades especificas para cada
neurotrofina —NGF, BDNF, NT3, NT4-.
p7ENT™ N (Modificado de Lu et al., 2005)

NGF, BONF,
NT3, NT4

Proneurotrofina
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Una importante caracteristica de la accion de las neurotrofinas es su capacidad
para autorregular su produccién, asi como para regular la produccion de otros
miembros de su familia de proteinas. Por ejemplo, se ha demostrado que la
aplicacion de BDNF incrementa la expresion de BDNF, NGF y NT-3 en neuronas

corticales (Patz y Wahle, 2004).

Aunado a su importancia dentro del desarrollo temprano del sistema nervioso,
evidencias recientes indican que las neurotrofinas también pueden actuar como
mediadores de la plasticidad sindptica en el sistema nervioso adulto (Bramham et al.,
1996; Schinder y Poo, 2000).

En este sentido, se ha reportado, por ejemplo que la aplicacion exdégena de
BDNF y NT-3 inducen incrementos en la transmision sinaptica que son mantenidos
en el largo plazo (Kang y Schuman, 1995). De manera similar, un estudio de nuestro
grupo de investigacion ha demostrado que la administracién aguda de NT-3 induce
potenciacion de largo plazo en la via de proyeccién de las fibras musgosas al giro
dentado, asi como una reorganizacion estructural de las mismas (Ramos-Languren y

Escobar, 2013)

3.5.1. BDNF: mecanismos moleculares asociados a la memoria

De acuerdo con evidencias recientes, se ha descrito que el BDNF es una molécula
que puede ser sintetizada y secretada tanto de manera presinaptica por los axones
neuronales, como por otros componentes de las sinapsis incluyendo las dendritas

postsinapticas, los astrocitos y la microglia (Lessmann y Brigadski, 2009; Parpura et
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al., 2010; Parkhurst et al., 2013; Harward et al., 2016; citados por Song, Martinowich
y Lee, 2017). Tanto su expresion como su sefalizacion correlacionan positivamente
con la actividad neuronal, propiciando una modulacion sinaptica dependiente de la
actividad (Kohara et al., 2001; Kolarow et al., 2007; Matsuda et al., 2009; citados por
Ehrlich y Josselyn, 2016). Esta neurotrofina puede ser encontrada en dos formas: 1)
forma inmadura, conocida como pro-BDNF, la cual puede unirse a los receptores p75
o bien ser escindida por proteasas extracelulares produciendo una proteina madura;
2) en su forma madura actta en forma de dimero para activar a los receptores TrkB
de manera tanto pre como en postsinaptica, produciendo la dimerizacion y

autofosforilacion de los mismos.

El BDNF es secretado en respuesta a la actividad y en los sitios presinapticos,
incrementa la exocitosis de las vesiculas que contienen glutamato. De manera
postsinaptica, la sefializacion del complejo BDNF-TrkB induce la fosforilacion de los
receptores NMDA, que incrementa la probabilidad de apertura del canal ibnico. Por
otra parte, también incrementa la fosforilacion y la insercion a la membrana de los
receptores AMPA. Durante la LTP en fase temprana (E-LTP, por sus siglas en
inglés), el flujo de calcio a través de los receptores NMDA activa a las proteinas PKC
y CaMKIl que fosforilan varios sustratos, incluyendo a los receptores AMPA, para

mantener un incremento en la eficiencia sinaptica (Leal et al., 2017) (Figura 4).
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Figura 4. El BDNF modula las sinapsis excitatorias durante la LTP. El BDNF
actla a través de sus receptores de alta afinidad, TrkB, tanto pre como
postsindpticos para regular el incremento en la eficiencia sinaptica de sinapsis
excitatorias. (Modificado de Leal et al., 2017).

La subsecuente unién de proteinas adaptadoras intracelulares permite la
activacion de tres principales vias de sefializacion: proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK, por sus siglas en inglés), fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3K, por sus
siglas en inglés) y fosfolipasa C-y (PLCy). La autofosforilacion de los receptores TrkB
en residuos especificos de tirosina, permite la activacion diferencial de sus vias de
sefalizacion. De esta manera, la fosforilacion en el residuo 515 de tirosina (Y515)
permite la union de la proteina adaptadora de transformacion 1 (proteina SHC1), que
recluta a la proteina adaptadora, Grb2 (del inglés proteina 2 unida al receptor del

factor de crecimiento), formando un complejo con la proteina Sos (del inglés son of
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sevenless). La proteina Sos es un factor de intercambio por la proteina Ras, que
actua desencadenando la activacion rio abajo de la via MAPK (MEK y ERK, cinasas
reguladas por sefalizacion extracelular) (Huang y Reichardt, 2003; citados por

Ehrlich y Josselyn, 2016).

En este sentido se ha demostrado que durante la induccion de LTP en la via de
proyeccion que va del patron perforante al giro dentado, producida por la
administracion de BDNF, ocurre un incremento significativo en la expresiéon de
proteinas MEK y ERK. De esta manera se ha identificado a la proteina ERK 1/2
como un elemento esencial para la consolidacion de la informacion, de tal manera
que el mantenimiento de la LTP y los incrementos en la densidad de espinas
dendriticas originados por ésta, requieren de su presencia (Ying et al., 2002; Alonso
et al., 2002). Otra via que suele activar la sefializacién de este receptor (TrkB) es la
PLCy. En relacion a ello, experimentos realizados por el grupo de Minichiello han
mostrado que la mutacion del residuo de tirosina 816 del receptor TrkB, que impide la
activacion de PLCy, causa decrementos significativos en la LTP en la via que va de
las colaterales de Shaffer al area CA1 del hipocampo (Korte et al., 2000; Minichiello
et al., 2002; Gruart et al., 2007). La activacion de las vias de sefalizacion antes
mencionadas conduce a la sintesis de nuevas proteinas por medio de la activacion
de factores de transcripcion como CREB y de factores de iniciacion como el factor de
iniciacibn de la traduccion eucarionte 4 (elF4E, por sus siglas en inglés),
relacionados con la formacién de nuevos contactos sinapticos, asi como a la
activacion de genes de expresion temprana tales como c-fos, c-jun y Zif268. Por otra

parte, la activacion del receptor TrkB también promueve la activacion de la via

22



sefalizadora Rho GTPasas, la cual contribuye de manera importante con las
modificaciones estructurales de las sinapsis promoviendo la polimerizacion de actina
(Shen et al., 2006; Miyamoto et al., 2006; Hedrick et al., 2016). Estas evidencias
demuestran que la activacion de los receptores TrkB desencadenan potentes vias de
sefalizacion que interactian entre si durante la generacion de procesos plasticos de

largo plazo en el sistema nervioso (Figura 5).
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Figura 5. Vias de sefializacién intracelular activadas por BDNF. El BDNF en
forma madura produce la dimerizacion y activacion de los receptores TrkB y una
subsecuente sefializacién rio abajo. La fosforilacion en el residuo 515 de tirosina
conduce a la activacién de las vias de sefializacion: Ras-ERK y PI3K, mientras que
la fosforilacion del residuo 816 conduce a la sefializacién a través PLCy. A través
de la activacion de IP3 (inositol trifosfato) y la subsecuente elevacién de los niveles
de calcio citosolico, la PLCy induce la senalizaciéon al nicleo a través de las
proteinas CaMKIIl. Estas vias de sefializacion complementaria son cada una,
capaces de fosforilar CREB y promover la transcripcion de genes regulados por
CREB. AC, la adenililato ciclasa; DAG, diacilglicerol; ECP, proteasa extracelular;
Glu, glutamato; mBDNF, BDNF maduro. (Modificado de Ehrlich y Josselyn, 2016).
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3.5.1.1. ElI BDNF y la plasticidad sinaptica funcional

En el SNC adulto se ha encontrado una alta expresion de BDNF asi como de su
receptor de alta afinidad, TrkB, en diferentes regiones cerebrales incluido el
hipocampo (particularmente en las terminales presinapticas de las fibras musgosas)

y en la neocorteza (Conner et al., 1997; Drake et al., 1999). (Figura 6)

corteza insular fibras musgosas

Figura 6. Distribuciéon de la proteina BDNF en la corteza insular y el hipocampo.
Inmunohistoquimica usando un anticuerpo para BDNF especifico. Se observa una alta
expresion de BDNF en numerosas estructuras cerebrales, entre ellas la corteza insular
(A) y en la region del giro dentado y el area CA3 del hipocampo, la via de las FM (B).
Escala de la barra 3 mm. (Modificado de Conner et al., 1996).

La plasticidad sinaptica puede ser definida como un cambio dependiente de la
experiencia en la fuerza de la comunicacion sinaptica (Bliss y Collingride, 1993). Hoy
en dia es ampliamente aceptado que la funcién del BDNF en el cerebro adulto es la
regulacion de la comunicacion sinaptica con efectos a nivel tanto funcional como

estructural en rangos temporales de corto y largo plazo en sinapsis excitatorias e
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inhibitorias en numerosas estructuras cerebrales. En este sentido, como se menciono
en lineas anteriores, se sabe que el BDNF juega un papel importante en la
modulacién e induccion de plasticidad sinaptica en distintas regiones cerebrales
incluidas la neocorteza y el hipocampo (Akaneya et al., 1997; Huber et al., 1998;

Jiang et al., 2001, citados por Lu et al., 2014).

Por ejemplo, se ha reportado que la induccidon de LTP produce un incremento
en los niveles de ARNm tanto de BDNF como del receptor TrkB (Bramham et al.,
1996; Poo, 2001). Adicionalmente, se ha demostrado que los ratones knockout
heterozigotos para BDNF (BDNF*) exhiben un deterioro en la induccion de la LTP
tanto en la via de las colaterales de Shaffer como en la via de las fibras musgosas,
asi como un impedimento en la consolidacion de la memoria de miedo al tono; esto
ultimo debido a que los ratones BDNF*- presentan un déficit en las sinapsis cortico-
amigdala lateral (Korte et al., 1995; Patterson et al., 1996; Huang et al., 2008; Meis et
al., 2017). Una investigacion reciente efectuada en ratones knockdown heterocigotos
para BDNF, revelé que esta neurotrofina es necesaria para la expresion de la fase
temprana de la LTD, asi como para la induccién y mantenimiento de la LTP en las
colaterales de Schaffer. Asimismo, su expresion es requerida para la persistencia de

la memoria espacial (Aarse et al., 2016).

Aunado a los estudios citados previamente, donde se observa que la deficiencia
en los niveles de BDNF provoca alteraciones en la plasticidad sinaptica, encontramos
otros estudios en los cuales se muestra que el BDNF exdgeno potencia la eficiencia
sinaptica. Por ejemplo, un estudio ha revelado que la aplicacion de BDNF en

rebanadas hipocampales, que previamente fueron estimuladas con una estimulacion
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tetanica débil (tres rafagas de cuatro pulsos a 100 HZ) lo cual normalmente induce
una LTP de corta duracion, se produce una LTP de larga duracion (Pang et al.,

2004).

Estudios recientes han demostrado que algunos de los farmacos potenciadores
de la cognicion aumentan la plasticidad sinaptica y la activacion de las vias de
sefalizacion de BDNF. En este contexto, se ha reportado que la sobreexpresion
transgénica de la proteina tPA (activador plasminégeno del tejido), una proteasa
extracelular implicada en la conversién del precursor de BDNF a BDNF maduro
aumenta tanto la LTP hipocampal, como la memoria espacial dependiente de
hipocampo (Madani et al., 1999). De manera similar, un estudio reciente ha
demostrado que el incremento en la memoria de miedo contextual producida por la
hormona glucocorticoide involucra a la via de sefalizacion tpA-BDNF-TrkB (Revest et
al., 2014). La evidencia anterior sefiala que el BDNF es una proteina relacionada a la
plasticidad crucialmente implicada en el incremento y la regulacion de los
mecanismos asociados a la induccién y mantenimiento de la plasticidad sinaptica por

periodos prolongados.

3.5.1.2. BDNF y plasticidad sinaptica estructural

Los cambios en la morfologia de las sinapsis son descritos como un indicio de la
estabilidad de la plasticidad sinaptica. En este contexto, el BDNF ha sido evidenciado
como una proteina clave en la induccion y prevalencia de las modificaciones

morfologicas dependientes de la actividad en el cerebro adulto (Bramham vy
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Messaoudi, 2005; Bramham, 2007). Por ejemplo, un estudio desarrollado por Kuipers
y colaboradores muestra que la LTP inducida por BDNF en la via del patron
perforante, produce un incremento en la neurogénesis hipocampal en forma bilateral

el cual esta asociado a la expresion génica de Arc/Arg 3.1 (Kuipers et al., 2016).

Las modificaciones estructurales de las espinas dendriticas dependen de
cambios persistentes en el citoesqueleto. En el hipocampo adulto, la aplicacion de
estimulacion tetanica activa la via de sefalizacion BDNF-TrkB favoreciendo la
polimerizacion de actina en las espinas dendriticas, que se requiere para la
estabilizacion de la fase tardia de la LTP (Rex et al., 2007; Fukazawua et al., 2003).
De esta forma, el BDNF induce cambios estructurales a través de la activacion de las
vias de sefalizacion TrkB-RAS-MAPK y PI3K-AKT-mTOR (Alonso et al., 2004;
Kumar et al., 2005; citados por Park y Poo, 2013). Un estudio realizado por Tanaka y
colaboradores, mostré que en las sinapsis entre las areas CA3 y CA1 del hipocampo,
el alargamiento de las espinas dendriticas producido por la LTP es dependiente de la
secrecion enddgena de BDNF y de sintesis de proteinas (Tanaka et al., 2008). Asi, el
BDNF puede actuar tanto con una sefalizacion autécrina como paracrina para
producir cambios en la morfologia de la espina que son dependientes de sintesis de

proteinas.

Mas aun, la sintesis local de BDNF en las dendritas, puede promover la
plasticidad estructural. En cultivo de neuronas hipocampales, la traduccion local de
BDNF en las dendritas incrementa tanto la maduracion como la densidad de las
espinas dendriticas (Verpelli et al., 2010). De manera similar, en un estudio

conducido por Liao y colaboradores, se observo que el BDNF exdgeno incrementa la
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expresion de proteinas relacionadas a la plasticidad, en los somas neuronales y en
las dendritas, en cultivos celulares de neuronas corticales (Liao et al., 2007). Por otra
parte, en un trabajo de investigacion utilizando la técnica de FRET (transferencia de
energia por resonancia de florescencia) con un sensor para el receptor TrkB y
microscopia de dos fotones en tiempo real, se monitore6 la actividad del receptor
TrkB en una sola espina dendritica de neuronas piramidales del area CA1 en cultivo
de neuronas hipocampales en respuesta a la induccion de LTP estructural. En este
estudio encontraron una activacion rapida y sostenida del receptor TrkB (mayor a 20
minutos) que depende de la activacion de los receptores NMDA, de la activacion de
la proteina CaMKIl y de la sintesis postsinaptica de BDNF (Harward et al., 2016). En
este mismo orden de ideas, se ha encontrado que el BDNF regula la expresién de
factores de la transcripcion y proteinas de union al ARN implicadas en el transporte y
traduccion del mismo (Schratt et al., 2004; Liao et al., 2007; Manadas et al., 2009;

Leal et al., 2014; Panja y Bramham, 2014).

Por otra parte, se ha reportado que la respuesta celular a BDNF depende
marcadamente de como esta neurotrofina es administrada (administracion aguda vs
gradual) provocando con ello una expresion diferencial de los genes Homerl y Arc.
Con relaciéon a lo anterior se encontré en cultivo hipocampal de neuronas que la
aplicacion aguda de BDNF produce una activacion transitoria de los receptores TrkB,
promoviendo cambios estructurales a nivel de la sinapsis, tales como la elongacion
de las neuritas y un alargamiento en la cabeza de la espina, mientras que la
administracion gradual de BDNF provoca una activacion sostenida de los receptores

TrkB facilitando la arborizacion de las neuritas y la elongacion del cuello de la espina
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(Ji et al., 2010). Los estudios previamente referidos nos muestran que esta
neurotrofina, por medio de la activacion de sus tres vias de sefializacion, es capaz de
inducir una serie de cambios a nivel estructural en las neuronas que estan

comprometidas en algun proceso de plasticidad sinaptica.

3.5.1.3. BDNF: transcripcién y traduccion génica

La mayoria de los genes que son expresados en una célula, son transcritos en el
ndcleo en una molécula llamada acido ribonucleico mensajero (ARNmM), que es
transportado fuera del nucleo hacia el citoplasma, donde se traduce en proteina a
través de los ribosomas. La funcion del ARNm es enviar la informacion para la
fabricacion de una proteina especifica codificada en el ADN (Kandel et al., 2000).
Numerosas evidencias experimentales indican que la consolidacion y el
mantenimiento de la memoria es un proceso dependiente tanto de sintesis de nuevas
proteinas como de ARNm de novo (Davis y Squire, 1984; McGaugh, 2000; Dudai y

Eisenberg, 2004).

Como mencionamos en un principio, la LTP al igual que la memoria, puede ser
dividida en dos fases de acuerdo a su temporalidad: la fase temprana de la LTP (E-
LTP) involucra la fosforilacién y modificacién de proteinas pre-existentes y su trafico
a la sinapsis (Malenka y Bear, 2004; Mayadevi, et al., 2012), en tanto que la fase
tardia (L-LTP), requiere de la sintesis de nuevo ARNm y de proteinas, asi como de la
actividad de proteinas cinasas, e involucra cambios estructurales en las sinapsis

(Huang et al., 1994; Mayadevi et al., 2012).
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Particularmente, se ha demostrado que la LTP inducida por la administracion de
BDNF en la via de las colaterales de Shaffer al area CA1 del hipocampo requiere de
transcripcion local de ARNm y puede ser generada de manera independiente de las
proteinas y del ARNm sintetizados en el soma neuronal (Kang y Schuman, 1996).
Por otra parte, se ha reportado que la induccion de LTP dependiente de BDNF en la
via de proyeccion denominada patron perforante, que va de la corteza entorrinal al
GD, es suprimida por la administracion de actinomicina D (un inhibidor de la
transcripcion) cuando la microinfusion tiene lugar 1hora o inmediatamente antes de la
infusion de BDNF. La infusién de este farmaco 2 horas después de la administracion
de la neurotrofina no redujo el incremento en la eficiencia sinaptica producido por
BDNF (Messaoudi et al., 2002). Asimismo, se ha encontrado que el BDNF regula la
expresion de factores de la transcripcion y proteinas de union al ARN implicadas en
el transporte y traduccion de éste (Schratt et al., 2004; Manadas et al., 2009; Leal et

al., 2014; Panja y Bramham, 2014).

En este contexto, el empleo de farmacos que permiten inhibir la sintesis de
proteinas y de ARNm resulta fundamental en el andlisis de la participacion de estos
mecanismos moleculares en los procesos de aprendizaje y memoria, asi como en las
modificaciones de la eficiencia sinaptica concomitantes. Entre los farmacos que
inhiben el proceso de traduccion, la anisomicina ha sido ampliamente utilizada
debido a que es un inhibidor potente, estructuralmente especifico y reversible, cuyo
pico de actividad se encuentra entre los 20 y 30 minutos posteriores a su

administracion (Davis y Squire, 1984; Rosenblum et al., 1993).
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Por su parte, entre los farmacos que inhiben el proceso de transcripcion, el 5,6-
dicloro-1-p-ribo furanozil benzimidazol (DRB) destaca debido a que su efecto es
reversible (entre las 2 y 3 horas después de su aplicacién) y su pico de actividad se
ubica alrededor de los 15 min tras su infusion (Nguyen et al., 1994). Ademas, el DRB
inhibe selectivamente a la ARN polimerasa Il (ARNP 1), afectando la produccion de
trascritos maduros de ARNm, en contraste con la actinomicina D y la a-amanitina, las
cuales afectan también la sintesis de ARN de transferencia y ribosomal, puesto que
interfieren con la actividad de las ARNP | y ARNP IIl, la a—amanitina afecta también
el nivel de traduccion proteinica a altas concentraciones (Clement y Wilkinson, 2000).
Por su parte, la actinomicina D también produce dafio cerebral y deteriora la

conducta cuando se administra intraparenquimalmente (Igaz et al., 2002).

Los estudios anteriores sustentan que el BDNF es una proteina fundamental
para promover la induccién y el mantenimiento de la plasticidad sinaptica. Sin
embargo, el papel que juega la sintesis de proteinas y de ARNm de novo en las
modificaciones de la comunicacion sinaptica y la reorganizacién estructural de las
fiboras musgosas hipocampales producidos por la administracibon de BDNF

permanece aun inexplorada.

3.6. Lacortezainsular y la via gustativa

La corteza insular (Cl) esta localizada a lo largo de la confluencia del surco rinal y la
arteria cerebral media, entre la parte posterior del I6bulo frontal y la parte superior del

l6bulo temporal. La corteza insular ha sido dividida en tres regiones diferentes: la



zona granular en la parte dorsal, el area disgranular en el centro, y la zona agranular
en la region ventral (Figura 7 A y B). El area disgranular ha sido relacionada con
modalidades gustativas, mientras que la region granular esta asociada con areas
corticales viscero-sensoriales, y el area agranular posterior ha sido asociada con la
integracion multimodal y limbico-autonémica (Kosar et al., 1986; Saper, 1982; Shiy
Cassell, 1998; citados por Bermudez-Rattoni, 2014). Asi, su actividad se ha visto
involucrada en el procesamiento de varios paradigmas de aprendizaje, tales como
prevencion pasiva, tareas de reconocimiento del sabor y el condicionamiento de
aversion al sabor (Bermudez-Rattoni, et al., 2004). Varios estudios han demostrado
gue lesiones bilaterales de la corteza insular antes o después de la adquisicion del
CAS deterioran el aprendizaje o la evocacion del mismo (McGowan et al., 1972), sin
embargo, no parece afectar la percepcion del sabor, puesto que los animales pueden

discriminar entre varias concentraciones de sacarosa y cloruro de sodio.

El procesamiento de informacion al sabor inicia con la transduccién quimica de
un nuevo sabor en la cavidad oral, haciendo contacto con las células gustativas. Las
papilas gustativas en la lengua y el paladar estan inervadas por tres nervios
aferentes: la cuerda del timpano, petroso mayor superficial y glosofaringeo. Estos
nervios llevan informacion de los receptores gustativos al nucleo del tracto solitario
(NTS), principalmente a traves de los pares craneales facial (VII) y glosofaringeo (IX),
y de la laringe y faringe a través del nervio vago (X). Pruebas electrofisiologicas
indican que las neuronas del NTS proyectan ipsilateralmente al ntcleo posteromedial
parabraqueal (NPB), y mediante el uso de técnica inmunohistoquimica se ha

demostrado que las fibras gustativas llegan a la parte dorsolateral del NPB. Esta
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estructura proyecta hacia el hipotalamo lateral, el ndcleo del nicho de la estria
terminalis, la amigdala central (CEA) y basolateral (BLA), y la zona parvocelular del
ndcleo ventral posteriomedial del tAlamo (VPM). Este ultimo proyecta hacia la corteza
insular gustativa, una region localizada a lo largo del surco rinal, dorsal a la corteza

peririnal (Yarmolinsky et al., 2009; Bermudez-Rattoni, 2004) (Figura 7C).

Estudios realizados por nuestro grupo de investigacibn muestran que la
estimulacién tetanica de la amigdala basolateral induce LTP en la CI agranular en
ratas (Escobar et al., 1998a). Asimismo, se demostré que la infusion de inhibidores
de los receptores NMDA en la Cl deteriora la adquisiciéon del CAS (Escobar et al.,
1998b; 2002). Ademas, se ha observado que el incremento en la activacion de
acetilcolina, a través de los receptores muscarinicos inicia una serie de eventos
intracelulares principalmente en la Cl y en la amigdala que favorecen los cambios
plasticos relacionados con el trazo de memoria gustativa a largo plazo (Bermudez-
Rattoni, 2004). En un estudio reciente, usando una combinacién de aproximaciones,
tales como transfeccion de un vector viral en la Cl, hibridacién in situ para el gen Arc
y el sistema de receptores activado exclusivamente por drogas de disefio (DREADD,
por sus siglas en inglés), se demostré6 que en las neuronas que expresan altos
niveles de CREB son reclutadas para codificar el trazo de memoria de aversion al

sabor (Sano et al., 2014).
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Figura 7. Anatomia de la corteza insular. A) Representacion esquematica de la
corteza insular (Cl) en la rata y el ratén a lo largo del surco rinal mostrando la ClI
granular, disgranular y agranular. B) Representaciones esquematicas de secciones
coronales de raton (izquierda) y rata (derecha) en varias secciones anteroposterior a
partir de Bregma tomado como cero. C) El sabor surge de la legua y el paladar, que
son inervados por tres nervios aferentes: la cuerda del timpano, la superficie petrosa
mayor y el glosofaringeo. Estos nervios llevan la informacién del sabor desde las
células receptoras en la lengua al nicleo del tracto solitario (NST) en el cerebro. A
partir de este nucleo, la informacién se transfiere a través del ndcleo parabraqueal
(PbN) y del nucleo ventral posteromedial del tdlamo (VPM) a la corteza gustativa
primaria en la insula (Modificado de Bermudez-Rattoni, 2014 y Yarmolinski et al.,
2009).




Las evidencias experimentales antes mencionadas sustentan que tanto la
corteza insular como la amigdala son regiones interconectadas que contribuyen al
establecimiento del trazo mnémico del sabor. La persistencia de este trazo implica
todo un mecanismo complejo a nivel molecular, dentro del cual juegan un papel

importante las neurotrofinas y en particular el BDNF.

3.6.1. El condicionamiento de aversion al sabor

Parte importante del repertorio de conductas de un animal es recordar si el alimento
ingerido representa alguna amenaza para su supervivencia. Asi, cuando la ingesta
de un alimento es seguida de un malestar gastrico, el animal sera capaz de anticipar
el potencial dafiino de cualquier alimento que tenga atributos similares, evitando su
consumo. Este tipo de conducta ha sido denominado condicionamiento de aversion
al sabor (CAS), y se ha propuesto que este condicionamiento es una especie de
aprendizaje adaptativo que no sigue las reglas convencionales (Rozin y Kalat, 1971;
Seligman, 1970; citados por Reilly y Schachtman, 2009). Este es un
condicionamiento asociativo donde el sabor sirve como estimulo condicionado y el
malestar gastrico como estimulo incondicionado, de manera que el estimulo
gustativo adquiere la capacidad de inducir una respuesta condicionada. John Garcia,
uno de los pioneros en su estudio, describio por primera vez que las ratas desarrollan
aversion a una solucion con sabor dulce una vez que éste es seguido de la
aplicacion de rayos gamma (Garcia et al., 1955). Posteriores estudios del mismo

grupo de investigacion sustituyeron la aplicacion de rayos gamma por administracion
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de cloruro de litio (LiCl) el cual produce malestar gastrico debido a la activacion de

los nervios vago y esplénico (Garcia y Koellin, 1966).

Asi, Garcia y Koellin demostraron que una solucién con sabor se asocia mas
facilmente a la induccion de nausea que la aplicacién de choques en las patas de los
roedores. Estos investigadores también indicaron que el CAS presenta dos
propiedades inusuales: la aversion al sabor puede ser adquirida a pesar de que haya
un largo intervalo de tiempo entre ambos estimulos y el aprendizaje de la aversion
fue especifica para claves de sabor, reflejando una asociacion selectiva; esto
muestra que, en este tipo de condicionamiento, donde el estimulo condicionado es el
sabor, es necesario que el estimulo aversivo sea de tipo visceral (Garcia y Koellin,

1966). En las siguientes lineas se presentan los principios generales del CAS:

1.- Si un animal consume un alimento con un sabor particular y posteriormente sufre
un malestar gastrico, en los siguientes encuentros con este sabor el animal evitard o

disminuira drasticamente su consumo (Garcia et al., 1985).

2.- La fuerza de la aversion aprendida estd directamente relacionada con la
intensidad del sabor y del malestar, y esta inversamente relacionada con el intervalo
entre la presencia del sabor y la induccién del malestar. Este intervalo puede durar

horas a diferencia de otros condicionamientos (Domjan, 1985).

3.- Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos gastricos (Garcia

y Koellin, 1966).
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Como se observa en la literatura, este paradigma ha sido utilizado ampliamente
debido a su relevancia a nivel evolutivo, puesto que la ingesta de alimento es clave
para la sobrevivencia de cualquier organismo. Ademas, basta una sola exposicion a
los estimulos implicados para que el condicionamiento tenga lugar. Asi también,
dado que la via anatémica a través de la cual la informacion gustativa es procesada
estd bien descrita, se pueden estudiar de mejor manera los procesos tanto

funcionales, estructurales y moleculares implicados en este tipo de memoria.

3.6.2. Plasticidad sinaptica en la corteza gustativa regulada por BDNF

Se ha descrito que la memoria es inicialmente almacenada en la red neuronal
hipocampo-corteza entorrinal y que con el paso del tiempo esta informacion es
transferida a la neocorteza para un almacenamiento permanente (Squire, 1986;
Nadel, Moscovich, 1997; McClelland, 2013; citados por Kitamura et al., 2017). En un
estudio reciente, el grupo de investigacion del Dr. Susumu Tonegawa reveld que los
engramas neocorticales (criticos para la memoria remota) son generados de manera
temprana durante el aprendizaje inicial y que después, con el paso del tiempo, éstos
se vuelven funcionalmente maduros; mientras que los engramas hipocampales se
tornan silentes (Kitamura et al., 2017). Como se mencion6 previamente, ademas del
hipocampo, otra estructura en la cual se ha observado una alta expresion de BDNF y
de su receptor TrkB, es la corteza insular (Conner et al., 1997). En concordancia, se

sugiere que el BDNF es un producto clave para la persistencia de la memoria.

37



Existe una vasta evidencia acerca de coOmo esta neurotrofina modula el trazo
mnémico en la corteza insular. Al respecto, se ha demostrado que la administracion
aguda de BDNF induce un incremento en la eficiencia sinaptica en la via de
proyeccion Bla-Cl de ratas adultas in vivo (Escobar et al., 2003). Asimismo, reportes
experimentales indican que esta neurotrofina es capaz de rescatar la fase tardia de
la LTP, asi como la memoria de largo plazo una vez que la sintesis de proteinas ha
sido inhibida por la aplicacion de anisomicina, incluso en diferentes ventanas
temporales después de la consolidacion de la memoria del CAS (Pang et al., 2004;
Moguel-Gonzalez et al., 2008; Martinez-Moreno et al., 2011). Por otra parte, se ha
descrito que la infusion de BDNF en la corteza insular de ratas adultas previo al
entrenamiento en la tarea de condicionamiento de aversion al sabor fortalece la
retencién de esta informacién (Castillo et al., 2006); mientras que la administracion
de BDNF antes de la primera sesion de extincion del CAS aceleran el proceso de
extincion (Rodriguez-Serrano et al., 2014). Esto sugiere que el BDNF es un producto
clave para la memoria, incluso en areas neocorticales, lo cual propone que juega un
papel critico en la plasticidad sinaptica de largo plazo (Bekinschtein et al., 2007;

Castillo et al, 2006).

3.7. Formacion hipocampal

El hipocampo es sin lugar a duda una estructura filogenéticamente antigua
sustancialmente implicada en el procesamiento del aprendizaje y la memoria. Se

localiza en la profundidad del I6bulo temporal medial debajo de la neocorteza, el cual



recibe informacion de casi todas las areas de asociacion a través de las cortezas
perirrinal y parahipocampal y finalmente a través de la corteza entorrinal (Van Strien
et al., 2009; citado por Bartsch y Wulff, 2015). Anatémicamente, el hipocampo
presenta tres subdivisiones, las areas CA3, CA2 y CAL. Las otras regiones de la
formacion hipocampal incluyen al giro dentado, el subiculum, el presubiculum, el
parasubiculum y la corteza entorrinal. El area entre la region CA3 y el giro dentado
se denomina hilus. La organizacion de las conexiones sindpticas en esta estructura
consta de un circuito basico llamado circuito trisindptico. La mayoria de la
informacion que proviene de la neocorteza y que llega al hipocampo es enviada por
medio de los axones que proyectan a las capas superficiales de la corteza entorrinal
(lamada via perforante) y llegan a las células granulares del giro dentado (GD),
estableciendo la primera sinapsis. Posteriormente los axones de las células
granulares envian proyecciones (llamadas fibras musgosas) que arriban a las
dendritas apicales de las células piramidales en el area CA3, generando la segunda
sinapsis. Finalmente, los axones de las células piramidales en el area CA3 envian
proyecciones (llamadas colaterales de Schaffer) que Illegan al area CAL,

estableciendo la tercera sinapsis (Andersen, 2007).

Tanto el hipocampo como el giro dentado constituyen un tejido neuronal que
consta de tres estratos laminares denominados arquicorteza. Dichas laminas son la
polimorfica (estrato oriens), la piramidal (estrato piramidal) y la molecular (estrato

radiado y estrato lagunoso-molecular) (Fernandez-Espejo, 1996) (Figura 8).

A nivel conductual, estudios de imagenologia volumétrica y funcional han

revelado un papel diferencial de las subregiones hipocampales en los procesos de

39



aprendizaje y memoria, sugiriendo que el area CA3 y el giro dentado estan
implicados en los procesos de separacion de patrones, codificacion de la memoria y
en la evocacion temprana; mientras que el area CAl esta implicada en la evocacion
tardia, consolidacién, codificacion espacial, memoria autobiografica y de
reconocimiento (Bakker at al., 2008; Suthana et al., 2009; Mueller et al., 2011,

Bonnici et al., 2012, 2013; Deuker et al., 2014; citados por Bartsch y Wulff, 2015).

Subiculum

Corteza entorrinal

Figura 8. Subdivisién anatémica de la formacién hipocampal y su
estructura laminar. Diagrama que muestra los estratos hipocampales: estrato
oriens (Est. Oriens), estrato piramidal (Est. Piramidal), estrato lagunoso-
molecular (Est. Lac/mol), estrato molecular (Est. Molecular), estrato granular (Est.
gr). (Modificado de: Veterinar-Anatomisches Institut. http://anatomie.vetmed.uni-
leipzig.de).

Las fibras musgosas (FM) son uno de los subsistemas dentro de las conexiones
sinapticas que se establecen en la formacién hipocampal, constituyen un modelo
importante para el estudio de la plasticidad sinaptica debido a su gran susceptibilidad

para experimentar modificaciones funcionales y anatomicas. Como se menciono
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previamente, las FM amielinicas (axones de las células granulares del GD) viajan a
través del hilus, donde se ramifican hacia la region CA3 del hipocampo, donde como
un denso paquete axonal, se extienden paralelamente a la capa de células
piramidales estableciendo dos tipos de proyecciones: una proyeccion al haz
suprapiramidal (SP-FM) en el estrato lucido y otra proyeccion intra e infrapiramidal
(IlP-FM) localizada principalmente en el stratum oriens (Witter y Amaral, 2004; citado
por Wiera y Mozrzymas, 2015). Cada axén de las fibras forma tres tipos de
terminales presinapticas con diferentes caracteristicas morfolégicas y funcionales: 1)
hacia las células piramidales a través de los botones gigantes, 2) con las
interneuronas locales a través de los filopodios y 3) las sinapsis en passant. Los
axones de las FM también forman sinapsis excitatorias con las células musgosas
(mossy cells) que propagan retrogradamente hacia las células granulares.
Adicionalmente, las FM directamente o bien a través de las células musgosas excitan
a las interneuronas positivas a parvalbumina (basket cells) que proporcionan una
inhibicion retrograda hacia las células granulares en distintas laminas a través del eje
septo-hipocampal (Jinde et al.,, 2013; Wiera y Mozrzymas, 2015) (Figura 9). Los
botones sinapticos gigantes de las fibras musgosas (3-10 um de diametro)
establecen contactos con las células musgosas (7-12 contactos por axén) y con las
dendritas proximales de las células piramidales del &rea CA3 (proyeccion FM-CP, 11-
15 botones por axon) (Acsady et al., 1998). La proyeccion de las fibras musgosas se
restringe a la region CA3 en ratas y ratones (Amaral, 1979). Se considera que esta
via de proyeccién estd implicada de manera importante en funciones cognitivas tales

como la deteccién de la novedad, completamiento de patrones y parcialmente en la
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separacion de patrones (Yassa y Stark, 2011; Kesner, 2013; Wagatsuma, et al.,

2018).

CA1
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Figura 9. Proyeccién de las fibras musgosas (FM) hipocampales. La proyeccién de
las fibras musgosas consta de axones procedentes de las células granulares del giro
dentado. Los axones de las fibras musgosas proyectan hacia el haz supra piramidal
(SP-FM) en el estrato lucido (1), asi como hacia la proyeccién intra e infra piramidal (l1P-
FM) localizada en el estrato oriens (2). En el area CA3 y el hilus establecen tres
regiones sinapticas: con las células piramidales a través de los botones musgosos
gigantes, con las interneuronas locales a través de los filopodios y las sinapsis en
passant. Y finalmente con el hilus (3), donde los axones de las fibras musgosas
establecen sinapsis excitatorias con las células musgosas que propagan
retrégradamente a las células granulares. Adicionalmente las FM, directamente o a
través de las células musgosas, excitan a las interneuronas locales positivas a
parvalbumina (células basket) que proporcionan una inhibicion retrograda a las células
granulares en distintas laminas a través del eje septo-hipocampal. Las FM en el area
CAS3 excitan a interneuronas locales que son responsables de la inhibicién de las células
piramidales del area CA3, las cuales hacen sinapsis en el (5) soma, o en el (4) arbol
dendritico (Modificado de Wiera v Mozrzymas. 2015).



Estas fibras se caracterizan por poseer un alto contenido de péptidos opioides
qgue funcionan como moduladores de esta region (Escobar et al.,, 1997; Zhang y
Houser, 1999; Terman et al., 2000), asi como por presentar un alto contenido de zinc
en sus botones sinapticos, el cual co-libera con glutamato produciendo activacion de
diversos canales y receptores ionicos (Frederickson et al., 2005). La
neurotransmision excitatoria en las sinapsis de las fibras musgosas depende de la
liberacion de glutamato y de la activacion postsinaptica de receptores a glutamato.
Dentro de los canales y receptores que participan en la induccion de la LTP en esta
via se encuentran los receptores de tipo AMPA y kainato, y los canales de calcio
dependientes de voltaje, especificamente de tipo R con subunidad oue- (Nicoll y

Schmitz, 2005).

Los eventos moleculares que subyacen a la LTP en la via que va del GD al area
CAS3 del hipocampo no han sido clarificados por completo. Sin embargo, hoy en dia
se sabe que la LTP inducida en esta via presenta algunas particularidades. Por
ejemplo, se ha observado que el incremento en la probabilidad de liberacién del
neurotransmisor glutamato es esencial para inducir el incremento en la transmision
sindptica en esta via de comunicacion. Asimismo, se ha demostrado que la induccion
clasica de la LTP en esta via es independiente de la activacién de los receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato), pues la administracion de farmacos antagonistas de
este receptor no impide la induccion de la LTP (Harris y Cotman, 1986). La expresion
de esta forma de LTP depende de mecanismos presinapticos y de la participacién de
la proteina cinasa A (PKA) (L6pez-Garcia et al., 1996). Asimismo, se ha observado

gue la administracion de un potente agonista de los receptores metabotropicos de
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glutamato del grupo Il (mGluRll), el DCG-IV (2S,2'R,3'R)-2-(2',3"-
Dicarboxycyclopropyl glycine, por sus siglas en inglés), reduce los potenciales de
campo, bloquea la transmisién sindptica y la sefializacion de calcio presinaptica
(Nicoll y Schmitz, 2005). Se ha reportado que el efecto que produce la aplicacion de
DCG-IV se debe a que la activacion de los receptores mGIluRlIl reduce la liberacion

presinaptica de zinc, asi como la transmision sinaptica (Matias et al., 2014).

Recientemente Galvan y colaboradores demostraron a través de un estudio in
vitro, que la induccion de la LTP de la via de proyeccion de las colaterales
recurrentes (CR)-CAS3, presenta diferencias en cuanto a los mecanismos moleculares
gue la sustentan en relacion a la LTP inducida en la via de proyeccion FM-CAS. De
acuerdo con estos autores, la LTP generada en la via CR-CA3 requiere de la
activacion de la proteina cinasa Il dependiente de calcio calmodulina (CaMKIl),
mientras que la LTP generada en la via FM-CA3 implica de manera importante a la
activacion de PKA, y ambos tipos de LTP tienen como efector molecular comun la

activacion de PKC (Galvan et al., 2015).

Asimismo, se ha reportado que aunada a la induccion “clasica” de LTP en la via
de las FM, existe otro mecanismo de inducciébn de potenciacion sinaptica
caracterizado por un incremento selectivo de la transmision mediada por los
receptores de tipo NMDA. Este tipo de potenciacion requiere la coactivacion de los
receptores NMDA y de los receptores metabotropicos de glutamato tipo 5 (mGlub),

asi como de una elevacion de calcio postsinaptica (Kwon y Castillo, 2008).
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Hoy en dia se sabe que el zinc puede modular la plasticidad sinaptica en esta
via. Por ejemplo, la administracién de quelantes de zinc, asi como una dieta crénica
deficiente de este metal puede impedir la induccién de la LTP (Li et al., 2001). La
entrada de zinc procedente del espacio extracelular a la neurona postsinaptica puede
efectuarse a través de los receptores AMPA o kainato y por los canales de calcio
dependientes de voltaje (Lu et al., 2005). El zinc puede activar a los receptores de
tirocina cinasa TrkB incrementando la actividad de la familia de cinasas Src por un

mecanismo independiente al de las neurotrofinas (Huang et al., 2008).

3.7.1. Mecanismos de transcripcion y traduccion en la LTP de las FM

Entre los procesos de transcripcion y traduccion asociados a la induccién y
mantenimiento de la LTP en la via de las fiboras musgosas, en un estudio llevado a
cabo por Huang y colaboradores se reporté que la inhibicion de sintesis de proteinas
(por administracion de anisomicina) o la inhibicibn de ARN (por la aplicacion de
actinomicina-D) producen una reduccién de la fase tardia de la LTP generada en la
via de las FM en rebanadas de hipocampo in vitro (Huang et al., 1994). De forma
similar, en otro estudio se reportd que la inhibicibn de sintesis de proteinas (por
administracion de anisomicina o cicloheximida) en la regién CA3 del hipocampo
deteriora la inducciéon de la LTP en esta via de comunicacion in vivo (Barea-
Rodriguez et al., 2000). Por otra parte, Calixto y colaboradores (2003), demostraron
a través de un estudio llevado a cabo en rebanadas de hipocampo que la aplicacion

de dos inhibidores de sintesis de proteinas 1 hora después de la induccion de la LTP
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en la via de las fiboras musgosas produce un decremento en la potenciacion de esta
via. Asimismo, la administracion de actinomicina-D previa a la estimulacion de alta
frecuencia en dicha via produce un decaimiento en la potenciacion, sin embargo, la
administracion de este farmaco 45 min después de la induccion de la LTP no produjo
decaimiento en la potenciacion (Calixto et al., 2003). Recientemente se ha reportado
qgue la administracion de farmacos que inhiben tanto la sintesis de proteinas o la
sintesis de ARNm interfiere con las fases temprana y tardia de la LTP en la via de las
fiboras musgosas inducida por trenes de estimulacién de alta frecuencia in vivo

(Hagena y Manahan-Vaughan, 2013).

3.7.2. Plasticidad sinaptica en las FM regulada por BDNF

Como ya mencionamos en lineas anteriores, el BDNF se encuentra distribuido en
numerosas estructuras a lo largo del SNC. Una de las estructuras que presenta altos
niveles de expresion de esta neurotrofina es el hipocampo, particularmente en el DG
y en el area CA3 del hipocampo (Conner et al., 1997; Drake et al., 1999). Este hecho
nos habla de la importancia de la presencia de BDNF para la regulacion de los
cambios en las propiedades eléctricas y en la reorganizacion estructural en las

sinapsis.

En una serie de estudios, se ha comprobado que la modificacion funcional que
involucra la via de proyeccion de las FM (ya sea al resolver una tarea de memoria
espacial o por la induccion de LTP) esta asociada a una reorganizacion del area CA3

del hipocampo, la cual se observa a partir del séptimo dia y persiste hasta por 30
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dias después del entrenamiento o tratamiento (Ramirez-Amaya et al., 2001; Rekart
et al., 2007; Gémez-Palacio, Escobar, 2008; Ramos-Languren et al., 2013; Zhang et
al., 2016). Por otra parte, Schildt y colaboradores demostraron que la interferencia de
la sefializacion BDNF/TrkB tanto crénica (por medio de ratones BDNF*) como aguda
(por la aplicacion de un inhibidor del receptor TrkB, o bien por la administracion de un
secuestrador selectivo para BDNF) interfiere con la induccion de la LTP en la via de

las fibras musgosas (Schildt et al., 2013).

En este mismo orden de ideas, estudios llevados a cabo por nuestro grupo de
investigacion, han revelado que la infusion intrahipocampal aguda de BDNF produce
un incremento en la eficacia sinaptica en la proyeccion del giro dentado al CA3, y
este efecto es revertido al administrar un inhibidor para el receptor TrkB ocasionando
asimismo cambios morfologicos a nivel presinaptico en la via de las fibras musgosas

(Goémez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008) (Figura 6).
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Figura 6. ElI BDNF incrementa la eficiencia sindptica y provoca una
reorganizaciéon estructural en la via de las fibras musgosas hipocampales. a) La
grafica muestra la media * el error estandar del porcentaje de la pendiente de los
potenciales post-sinapticos excitatorios (EPSPs) con respecto a la linea base,
registrados en la via fibras musgosas-CAS3. La grafica superior muestra que después de
la infusion de BDNF los valores de la pendiente de los EPSPs incrementan
significativamente respecto a la linea base. Por otra parte, muestra que la
administracion de K252a revierte el efecto producido por la administracion de la
neurotrofina. b) Las fotografias muestran secciones coronales de los hipocampos
dorsales de los grupos control intacto (A y B), BDNF (C y D), vehiculo (E y F),
citocromo C (G y H) y BDNF+K252a (I y J) que muestran la distribucion de las fibras
musgosas tefiidas con Timm. La infusién de BDNF produjo un incremento bilateral de
los botones de Ilas fibras musgosas hipocampales, con un aumento
preponderantemente ipsilateral al sitio de infusion, en comparacion con los grupos
restantes (Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008).

El estudio de la via de proyeccion GD-CA3 representa un importante escaparate
para el andlisis de fendbmenos plasticos, debido a su alta susceptibilidad de presentar

modificaciones tanto de tipo funcional como anatémico.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como hemos descrito hasta ahora, la literatura referida sustenta el efecto modulador
de la plasticidad sinaptica ejercido por el BDNF en estructuras tanto neo como
paleocorticales. La infusiébn de esta neurotrofina en la Cl nos permite analizar su
efecto sobre la eficiencia de la comunicacion sinaptica, asi como sobre la expresion
conductual de la misma. En tanto que en las FM nos permite analizar tanto las
modificaciones en la eficiencia sindptica como la reorganizacién estructural
concomitante. Estudios previos de nuestro laboratorio muestran que la
administracion aguda de BDNF en la corteza insular es capaz de revertir las
deficiencias en la memoria de aversion al sabor producidas por la inhibicion de
sintesis de proteinas (Gomez-Palacio-Schjethan y Escobar, 2008). Asimismo,
investigaciones recientes muestran que la sefalizacion BDNF-TrkB es capaz de
mediar el incremento de la memoria (Ma et al.,, 2011; Revest et al., 2014). Sin
embargo, la capacidad del BDNF para fortalecer las memorias aversivas cuando esta
neurotrofina es administrada directamente en areas neocorticales permanece aun

inexplorada.

Asimismo, estudios previos de nuestro grupo de investigacion revelan que el
BDNF genera incrementos en la eficiencia sinaptica que son acompafados por
cambios estructurales en la via de las fibras musgosas, y que este fenOmeno esta
asociado a la activacion de los receptores Trk. Sin embargo, el papel que juega la
sintesis de proteinas y de ARNm de novo en este subsistema hipocampal, que como

hemos descrito representa un importante escaparate para el estudio de fenomenos
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plasticos, debido a su alta susceptibilidad de experimentar modificaciones de tipo

funcional y anatomico, permanece aun inexplorado.

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacion del BDNF en la plasticidad sinaptica en areas neo y
paleocorticales del sistema nervioso central adulto. Evaluando en primer término la
capacidad de esta neurotrofina para fortalecer la memoria de aversion a los sabores
tras su administracion en la corteza insular. Asimismo, analizamos los efectos de la
inhibicion de la traduccion y la transcripcion génica sobre las modificaciones de la
eficiencia sindptica y la reorganizacion morfolégica de las fibras musgosas
hipocampales producidas por la administracion aguda de BDNF en el area CA3 del

hipocampo.

A fin de cumplir con estos objetivos, el presente proyecto de investigacion

consta de dos fases experimentales.

5.1. Objetivos particulares. Fase 1:

e Analizar el efecto de la administracion aguda de BDNF en la corteza insular en

una condiciéon de aversion al sabor débil.
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5.2.

Evaluar si el efecto de BDNF producido bajo condiciones de CAS débil

depende de la activacion de los receptores Trk.

Objetivos particulares. Fase 2:

Analizar el efecto de la inhibicion de la sintesis de nuevas proteinas sobre el
incremento de la eficiencia sindptica producida por la administracién aguda de
BDNF en la via de comunicacion que va del GD al area CA3 del hipocampo
(GD-CAB3) in vivo, a través de la microinfusion de anisomicina.

Analizar el efecto de la inhibicion de la sintesis de proteinas sobre la
reorganizacion estructural de las fiboras musgosas hipocampales producida por
la administracién aguda de BDNF, a través de la microinfusion de anisomicina.
Analizar el efecto de la inhibicién de la sintesis de ARNm sobre el incremento
de la eficiencia sinptica producida por la administracién aguda de BDNF en la
via de comunicacién que va del GD al area CA3 del hipocampo (GD-CA3) in
vivo, a traves de la microinfusion de DRB.

Analizar el efecto de la inhibicibn de la sintesis de ARNm sobre la
reorganizacion estructural de las fibras musgosas hipocampales producida por

la administracién aguda de BDNF in vivo, a través de la microinfusién de DRB.

6. METODOLOGIA GENERAL

En el presente proyecto se emplearon ratas machos de la cepa Wistar con pesos de

entre 360 a 380 g, los cuales fueron alojados en cajas individuales de policarbonato,
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en un ciclo de luz-obscuridad 12h/12h a una temperatura promedio de 21°C, con
comida y agua ad libitum, excepto en las fases experimentales que indican lo
contrario. Los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con la Norma Oficial

Mexicana y con la aprobacion del Comité Local de Cuidado Animal.

6.1. Procedimiento experimental. Fase 1

6.1.1. Cirugia estereotaxica y microinfusion

El procedimiento quirdrgico de los sujetos se llevd a cabo usando las técnicas
estereotaxicas convencionales y consistié6 en la implantacién bilateral de canulas
guia de acero inoxidable, calibre 30 bajo el efecto del anestésico pentobarbital

(Nembutal) aplicado en dosis de 50 mg/kg de peso corporal via intraperitoneal.

Las coordenadas empleadas para la implantacion de canulas fueron:
anteroposterior (AP)= +1.2 mm; medio-lateral (ML)= £5.5 mm; dorsoventral (DV)= -
3mm (Paxinos y Watson, 2013). El extremo de cada una de las guias canula fue
colocada 5 mm por encima de la corteza insular. Ambas canulas fueron fijadas al
craneo usando acrilico dental de secado rapido. Un estilete de alambre de acero
inoxidable fue colocado al interior de las canulas con la finalidad de proteger su luz
de obstrucciones con material organico durante el periodo de entrenamiento. Para
todos los grupos canulados, las microinyecciones fueron hechas a través de
microinyectores consistentes en agujas dentales de calibre 30. El microinyector fue

introducido en la canula, previa remocion del estilete, y se extendié 5 mm por debajo
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del extremo inferior de la canula, alcanzando asi la region correspondiente a la CI.
Los microinyectores fueron conectados con tubos de polietileno a jeringas Hamilton
con capacidad de 10 ul. Las microinyecciones fueron dosificadas mediante una
bomba de microinfusion (Carnegie Medicin, MA). Las soluciones y los farmacos
fueron inyectados a una tasa de 1 pl/min. Una vez inyectado el volumen total de las
soluciones de acuerdo al protocolo experimental, los microinyectores permanecieron
un minuto mas para asegurar la adecuada difusion de la solucién en el tejido (Figura

10).

6.1.2. Entrenamiento en el CAS

Tras la implantacion bilateral de céanulas, los animales recibieron administracion
tépica de un medicamento bactericida (pomada Furacin, Nitrofural 2mg/g ®) para
evitar infecciones dérmicas, el cual fue administrado una vez al dia durante el
periodo de recuperacion posoperatorio que fue de una semana. Al cabo de este
periodo se procedidé al entrenamiento en la tarea de condicionamiento de aversion al
sabor (CAS). Veinticuatro horas antes del entrenamiento, los animales fueron
privados de agua. Posteriormente se les entrend a beber agua dos veces al dia
(10:00 y 18:00 horas) durante 10 minutos para cada sesion de entrenamiento en un
periodo de tres dias durante los cuales se establecio la linea base de consumo. El
dia de la adquisicion, los animales fueron privados de alimento y se sustituy6 el agua
por un sabor novedoso (solucion sacarina al 0.1%; Sigma, WI); 10 minutos después,

los animales recibieron una dosis intraperitoneal de cloruro de litio (LiCl 0.1M o 0.2M,
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dependiendo la condicion del grupo experimental; 9.37 ml/kg) con la finalidad de
inducir un malestar gastrico fuerte o débil, respectivamente. Después de la sesion de
adquisicion se restablecio el consumo de la linea base de agua durante 3 dias.
Durante la prueba de aversion el agua fue sustituida por sacarina (0.1 %). La
disminucién del consumo de sacarina durante la prueba de aversion comparada con
el consumo durante la adquisicion fue usada como parametro comparativo de la

fuerza aversiva del CAS (Figura 10).

6.1.3. Histoquimica de Nissl

Una vez concluida la fase conductual de los experimentos, los animales fueron
analizados histoquimicamente con el fin de observar la ubicacion exacta de las
canulas. Para este fin, fueron sacrificados mediante una sobredosis de anestésico
pentobarbital, procediendo asi a la perfusion intracardial, la cual se efectu6 con 400
ml de solucion fijadora (paraformaldehido 4 %; glutaraldehido 0.2%) en amortiguador
de fosfatos 0.1M/pH7.4. Los cerebros fueron extraidos y almacenados para su post-
fijacion durante 30 minutos, después fueron transferidos a una solucion de sucrosa al
30% en PBS al 0.1M (pH 7.4) en la cual se mantuvieron a 4°C durante 48 hrs.
Posteriormente, secciones coronales de 40 um fueron colectadas en amortiguador de
fosfatos tras su obtencion por microtomo de congelacion (LEICA RM 2000R). Las
muestras fueron tefiidas con violeta de cresilo y examinadas en un microscopio de

luz, con el fin de verificar la posicion exacta de las canulas y microinyectores.
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6.1.4. Disefo experimental. Fase 1

En primera instancia, evaluamos el efecto de dos concentraciones de LiCl

seleccionadas previamente (0.1 M y 0.2 M) con la finalidad de inducir dos diferentes

condiciones de aversion al sabor. CAS débil y fuerte respectivamente, de manera

que los grupos se dividieron de la siguiente forma:

Grupo CAS débil (CASd): Que fue entrenado en la tarea de CAS y el dia de la
adquisicion recibié una dosis intraperitoneal de LiCl de 0.1 M (Miranda et al.,
2008).

Grupo CAS fuerte (CASf): Que fue entrenado en la tarea de CAS y el dia de la
adquisicion recibi6 una dosis intraperitoneal de LiCl de 0.2 M (Moguel-

Gonzalez et al., 2008; Martinez-Moreno et al., 2011).

Posteriormente, con el fin de evaluar el efecto de la microinfusion de BDNF en la

corteza insular sobre la memoria de un CAS débil, los animales fueron divididos en

los siguientes grupos experimentales:

Grupo CAS débil+ BDNF (CASd + BDNF): que recibié el mismo tratamiento
que el grupo CAS débil seguido inmediatamente de una microinfusién de
BDNF en una concentracién capaz de inducir un incremento en la eficiencia
sinaptica en la via de proyeccion amigdala basolateral-Cl (2 ug/2 pl por sitio; 1
ul/min; Alomon Labs) (Rodriguez-Serrano et al., 2014).

Grupo CAS débil + PBS (CASd + PBS): que, bajo las mismas condiciones que
el grupo CASd + BDNF recibié una microinfusion intracortical de PBS (2ul por

sitio; 1 ul/min).
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Grupo CAS débil + BDNF + K252a (CASd + BDNF + K): que bajo las mismas
condiciones que el grupo CASd + BDNF recibié una microinfusion intracortical
de BDNF en combinacién con K252a, un inhibidor de los receptores Trk (2 ug

de BDNF/2 ul de K252a, 20 uM, 1 ul/min; Alomon Labs) (Figura 10).
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Figura 10. Representacion esquematica del procedimiento experimental
para la fase 1. A) Representacion de la implantacion bilateral de canulas y la
ubicacion del microinyector en una rebanada de corte coronal que muestra la
ubicacion del microinyector. B) Diagrama del procedimiento experimental.
Abreviaciones: IC: corteza insular; LiCl: cloruro de litio; escala de la barra: 1Imm.




6.2. Procedimiento experimental. Fase 2

6.2.1. Procedimiento electrofisioldégico

Durante los procedimientos electrofisiolégicos, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital (50 mg/kg. i.p.), suministrando inyecciones suplementarias del mismo
(25 mg/kg) a intervalos de 1 h a fin de mantener los niveles quirtrgicos de anestesia.
Con el fin de analizar la participacion del BDNF en las expresiones de plasticidad
antes mencionadas, se efectuaron registros electrofisioldgicos in vivo en las fibras
musgosas hipocampales. Brevemente, las respuestas fueron registradas utilizando
un electrodo monopolar de infusiébn colocado en el estrato licido, en la capa
suprapiramidal del area CA3 del hipocampo dorsal (Figura 12A), siguiendo las
coordenadas estereotaxicas de: AP -2.9 mm; ML +2.2 mm; DV -3.0 mm (Paxinos y
Watson, 2013). Los electrodos de registro/infusion fueron construidos con una canula
guia de calibre 33 de acero inoxidable cubierta con un aislante, conectado a un cable
de acero inoxidable cubierto con tefléon (0.005”, Medwire, Chicago IL). Este electrodo
se acopl6 en su parte superior a una manguera de polietileno acoplada a su vez a
una jeringa Hamilton de 10 pl comandada por una bomba de microinfusion. Las
respuestas fueron evocadas a través de la estimulacion directa del giro dentado,
empleando un electrodo bipolar de acero inoxidable (diametro 0.005”) colocado en
las siguientes coordenadas estereotaxicas: AP -3.5 mm; ML -2.0 mm; DV -3.1 mm
(Paxinos y Watson, 2013; Figura 12A). La estimulacion (pulsos monofasicos de 20-
40 pA y 0.1-0.25 ms de duracion) fue suministrada por medio de un estimulador

Grass S48. Las respuestas evocadas fueron amplificadas utilizando un amplificador
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Grass P5. La sefial fue digitalizada para su almacenamiento y analisis en una
microcomputadora provista del software BrainWave (Datawave Co.). Las respuestas
evocadas de las fibras musgosas fueron medidas obteniendo la pendiente de los
potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE) de campo medidos 1-3 milisegundos
después del comienzo de los PPSE. Se tomé una linea base de 20 minutos
evocando respuestas cada 20 segundos, después de los cuales se administraron los
farmacos: anisomicina o DRB. Quince minutos después se realizd la infusion de
BDNF o PBS (del inglés phosphate-buffered saline) y el registro post-infusion

continu6 durante 4 horas.

El agonista del receptor metabotrépico de glutamato tipo I, (del inglés
2S,1'R;2'R,3'R)-2-(2,3-dicarboxycyclopropyl-glicine  (DCG-IV); 0.5 puyl a una
concentracion de 5 pM; 0.1 ul/min) fue utilizado al final del registro electrofisiolégico
con el fin de verificar que la sefial obtenida haya sido en efecto generada por las

fibras musgosas hipocampales (Yoshino et al., 1996).

6.2.2. Técnica histoquimica de Timm

La técnica histoquimica de Timm para la deteccion de metales pesados consiste en
la reduccién de metales pesados libres con sulfuro de sodio, cuyo producto se
combina posteriormente con nitrato de plata y se somete a un proceso de revelado
analogo al fotografico, lo que conduce a la formacion de plata metalica que puede ser
visualizada. Los animales son prefundidos transcardialmente con 500 ml de una

solucion acuosa de sulfuro de sodio al 0.4%, seguida de 500 ml de una solucion de
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paraformaldehido al 1% y glutaraldehido al 1.25%. Posteriormente los cerebros son
extraidos y para una crioproteccion se dejan en una solucién fijadora conteniendo
30% de sacarosa. Al cabo de dos dias los cerebros son cortados por congelacion en
secciones coronales de 40 ym, montados en portaobjetos cubiertos con gelatina y
revelados en oscuridad en una mezcla 12:6:2 de goma arabiga (20%), hidroquinona

(5.6%), buffer de citratos y 1 ml de una solucién al 17% de nitrato de plata.

6.2.3. Analisis histolégicos

Los cortes procesados con la técnica histoquimica de Timm fueron examinados por
microscopia de luz con el propésito de evaluar la presencia y distribucion de los
granulos de Timm, que a su vez revelan la distribucion de los botones sinapticos
(Rekart et al., 2007). Asi, el uso de la técnica histoquimica de Timm revela la alta
concentracion de zinc en los botones gigantes de las fibras musgosas (Frederickson
et al., 1983), evidenciando la organizacion laminar de la arquicorteza. Esta evidencia
ha sido corroborada recientemente por imagenes de resonancia magnética, las
cuales muestran incrementos en el area CA3 del hipocampo, generados por el
entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris, correlacionados con incrementos
en la region estrato oriens/estrato piramidal observados con la técnica histoquimica

de Timm (Zhang et al., 2016).

Para el analisis histologico, se eligid un corte de cada seis secciones por animal
(AP -3.2 a 3.5) a partir del polo septal del hipocampo dorsal. El area CA3 de estas

secciones coronales fue captada por una camara digital (Coolpix 5000, Nikon, Tokio,
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Japon) conectada al microscopio optico (Eclipse E600, Nikon, Tokio, Japon). Estas
imagenes fueron ecualizadas con los mismos parametros de brillo y contraste (Adobe
Photoshop CS). Las imagenes digitales fueron analizadas con un programa de
analisis de imagenes (Scion Image, Scion Co., Frederick MD) como ha sido
analizado con anterioridad (Ramirez-Amaya et al., 2001). Brevemente en cada
imagen se midio el area de granulos de Timm con un area de densidad 6ptica de

entre los 120-255 puntos en escala de grises (32 bits).

Estos resultados fueron corroborados a través de la utilizacion de una
metodologia alternativa previamente reportada (Rekart et al., 2007; Gémez Palacio-
Schjetnan y Escobar, 2008; Gémez-Palacio Schjetnan y Escobar, 2012; Ramos-
Languren et al., 2013; Juarez-Mufioz et al., 2017). Para ello se realizaron medidas
del area de interés a través de una rejilla de conteo (cuadros= 25 um por lado) que
fue digitalmente superpuesta en las imagenes. Posteriormente se encontraron las
intersecciones de la rejilla pertenecientes al SL o SOSP que contaban con un oscuro
precipitado por Timm. Cuando se adquirieron las medidas por ambas metodologias
(obtenidas mediante Scion Image y con la rejilla reportada por Rekart y cols. 2007)
se hicieron comparaciones entre grupos utilizando la proporcion del area estimada de
SOSP entre el area SL para tomar en consideracion cualquier diferencia en el

tamafo de los hipocampos entre animales.
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6.2.4. Disefio experimental. Fase 2

Con la finalidad de analizar los efectos de la inhibicion de la transcripcion sobre el

incremento de la eficiencia sinaptica y la reorganizacion morfolégica, producidas por

la administracion aguda de BDNF en la via de las fibras musgosas hipocampales, los

grupos experimentales fueron divididos de la siguiente manera:

Grupo (BDNF): que fue sometido al registro electrofisiologico antes
descrito. Este grupo recibié una microinfusion aguda de BDNF (2 ug/ 2 ul;
0.2 pl/min; Alomone Labs., Jerusalem; (Gdmez-Palacio-Schjetnan vy
Escobar, 2008; Schjetnan y Escobar, 2012) preparado en buffer de
fosfatos (PBS) como vehiculo, en el area CA3 hipocampal, inmediatamente
después del registro de la linea base (20 min). Una vez infundida la
neurotrofina, el registro electrofisiolégico continud por 4 horas.

Grupo (PBS): que fue procesado de forma similar al grupo BDNF
recibiendo en este caso una infusién de PBS (utilizado como vehiculo de
BDNF; 2 pl; 0.2 pl/min) después de la obtencidn de la linea base. Una vez
infundido el vehiculo, el registro electrofisiol6gico continué por 4 horas.
Grupo (DRB+BDNF): que fue sometido al registro electrofisiolégico antes
descrito. Este grupo recibié una microinfusion aguda de BDNF (2 pg/ 2 pl;
0.2 pl/min; Alomone Labs., Jerusalem; (Gomez-Palacio-Schjethan y
Escobar, 2008; Schjetnan y Escobar, 2012) en presencia de DRB (40 ng/
0.5 pl; 0.1 pl/min; Sigma-Aldrich; Martinez- Moreno, 2013; Torres-Garcia,
2012; Hagena y Manahan-Vaughan, 2013). Una vez infundido el BDNF, el

registro electrofisioldgico continud por 4 horas.
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Grupo (DRB+PBS): el cual recibié una microinfusion aguda de PBS como
vehiculo de BDNF (2 pl; 0.2 pl/min) en presencia de DRB (40 ng/ 0.5 pl; 0.1
MI/min; Sigma-Aldrich; Torres-Garcia, 2012; Hagena y Manahan-Vaughan,
2013; Prado-Alcal4 et al.,, 2017). Una vez infundido el PBS, el registro

electrofisiolégico continud por 4 horas.

Con la finalidad de analizar los efectos de la inhibicién de la traduccion de proteinas

sobre el incremento de la eficiencia sinaptica y la reorganizacion morfoldgica,

producidas por la administracién aguda de BDNF en la via de las fibras musgosas

hipocampales, los grupos experimentales fueron divididos de la siguiente manera:

Grupo (ANI+BDNF): que fue procesado de forma similar al grupo BDNF
recibiendo una microinfusion aguda de BDNF (2 pg/ 2 ul; 0.2 pl/min;
Alomone Labs., Jerusalem) en presencia de anisomicina (100 pg/ 0.5 pl;
0.5 pl/sitio; 0.1 ul/min; TOCRIS, Ellisville, MO; Moguel-Gonzalez et al.,
2008; Rodriguez-Duran et al., 2011). Una vez infundido el BDNF, el
registro electrofisioldgico continud por 4 horas.

Grupo (ANI+PBS): el cual recibié una microinfusion aguda de PBS (2 ul;
0.2 pl/min) en presencia de anisomicina (100 ug/ 0.5 ul; 0.5 pl/sitio; 0.1
pI/min; TOCRIS, Ellisville, MO; Moguel-Gonzalez et al., 2008; Rodriguez-
Duran et al., 2011).. Una vez infundido el vehiculo, el registro
electrofisiolégico continud por 4 horas.

Grupo control intacto (CONTROL): el cual fue utilizado para los analisis

morfolégicos. Los animales de este grupo permanecieron en cajas
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individuales por 7 dias, después de los cuales fueron perfundidos
intracardialmente y sus cerebros analizados histologicamente.
Para los grupos anteriores, al cabo de un periodo postquirdrgico de 7 dias, los
cerebros fueron procesados con la técnica histoquimica de Timm con el fin de
analizar la estructura sinaptica (Figura 12C).
Con el propésito de contrastar los efectos observados tras la administracion de DRB
y ANI sobre la LTP y la reorganizacion estructural generadas por la administracion de
BDNF, se procedié a procesar grupos similares a los descritos para la fase 2
empleando las mismas dosis de los inhibidores de sintesis de ARNm y sintesis

proteica a fin de analizar sus efectos sobre la LTP generada por alta frecuencia.
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7. RESULTADOS

FASE 1
7.1. La administracion de BDNF en la neocorteza adulta es capaz de

fortalecer un trazo de memoria de aversion al sabor

No se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos durante la
linea base de consumo o durante la sesion de adquisicion. El promedio de linea base
del consumo de agua en ml (x E. E. M.) para cada uno de los grupos CASd, CASH,
CASd + BDNF, CASd + PBS and CASd + BDNF + K fue: 17.39 £ 0.94, 19.27 £ 0.77,
18.83 £ 0.95, 18.50 + 0.73 y 17.03 + 0.88, respectivamente. Sin embargo, durante la
prueba de aversion el ANOVA factorial de dos vias (tomando como factores el
tratamiento y la sesiones) reveld diferencias significativas entre los grupos (Fa,ss=
4.49, p < 0.01). La prueba post-hoc de Fisher mostrd que el grupo CASf presentd una
fuerte aversion en comparacion con el grupo CASd (p < 0.01). De forma interesante,
no se observaron diferencias significativas entre los grupos CASf y CASd + BDNF,
revelando que la microinfusion de BDNF en la corteza insular es suficiente para
transformar un CAS débil en uno fuerte. Sin embargo, el grupo CASd + PBS y el
grupo CASd + BDNF + K no difieren con respecto al grupo CASd, mostrando que el
incremento en la prueba de aversion producida por BDNF es dependiente de la

interaccion de esta neurotrofina con su receptor Trk (Figura 11).
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Consumo de sacarina en ml

n=9

Figura 11. EI BDNF transforma un CAS débil en uno fuerte. La microinfusion
aguda de BDNF en la corteza insular es capaz de transformar una memoria de
aversion débil a una fuerte. Los animales fueron entrenados en una condicidn
de CAS débil (CASd) o CAS fuerte (CASf) y recibieron una microinfusion de
BDNF (CASd + BDNF), PBS (CASd + PBS), o una combinacion de BDNF y
K252a (CASd + BDNF + K). *** p>0.001
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FASE 2

Las respuestas caracteristicas de la sefial de las FM inician entre 1.5 a 2.8 ms y
presentan su valle hacia los 7 ms. La amplitud promedio de los potenciales durante la
linea base fue de 0.42 + 0.02 mV (media + EEM) con una pendiente de 0.16 + 0.10
(media £+ EEM) (Figura 12B). La microinfusion del agonista de los receptores
metabotropicos de glutamato del grupo Il (DCG-IV) (Yoshino et al.,, 1996; Nicoll y
Schmitz, 2005; Matias et al., 2014) deprimi6 la sefial de las FM hasta en un 25%
presentando potenciales de 0.10 + 0.001 (mean = EEM) con una pendiente of 0.08 +

0.001 (media £ EEM).
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Figura. 12. Procedimiento experimental y localizaciéon de electrodos para la fase 2. A)
Ubicacion del electrodo de estimulacion (E) en el giro dentado (GD) y del electrodo de registro-
infusion en el area CA3 del hipocampo. B) Trazo representativo de los PPSEs obtenidos en la linea
base (linea negra soélida) y después de la aplicacion de DCG-IV (linea punteada). Nétese que la
aplicacion de DCG-IV bloquea las respuestas de las FM a un 25% de la sefial de la linea base. C)
Esquema del procedimiento experimental para la fase 2. Escala de la barra 5 msy 0.25 mV.

7.2. ElI BDNF induce LTP en la via de las FM a pesar de la inhibicion de los

procesos de transcripcion génicay traduccion de proteinas

Los resultados del presente estudio muestran que la infusion aguda de BDNF
(2ug/2ul) incrementa la eficiencia de la comunicacion sinaptica entre el GD y el area
CAS3 del hipocampo, en concordancia con investigaciones previas (Gomez-Palacio
Schjetnan y Escobar, 2008; Gémez-Palacio Schjetnan y Escobar, 2012). Por su
parte, la administracién de PBS (vehiculo de BDNF) no produjo modificaciones en la
transmision sinaptica basal. Con base en estos resultados analizamos el efecto de la
inhibicién tanto de la transcripciéon génica como de la traduccién de proteinas en la
LTP inducida por administracion de BDNF. Los resultados revelaron que la infusién
aguda de esta neurotrofina en el area CA3 del hipocampo es suficiente para inducir
LTP aun en presencia de inhibidores ya sea de la sintesis de ARNm o de la sintesis
de nuevas proteinas (Figura 13). EI ANOVA revel¢ diferencias significativas entre los
grupos (Fs, 30 = 38.63, p<0.001). El analisis post-hoc de Fisher mostré diferencias
significativas entre los grupos BDNF, DRB+BDNF y ANI+BDNF, respecto a los
grupos control: PBS, DRB+PBS y ANI+PBS (p<0.001). Los porcentajes de cambio (+

E.E.M.) en la pendiente de los PPSEs para los grupos BDNF, PBS, DRB+BDNF,
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DRB+PBS, ANI+BDNF y ANI+PBS hacia los ultimos 20 min de registro
electrofisiolégico fueron 164.46 + 0.35, 101.6 + 0.45, 154.18 £ 0.27, 102.23 = 0.5,

141.03 £0.21,y 99.22 £+ 0.37, respectivamente.
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Figura 13. La administracion de BDNF induce LTP en la via de las FM a pesar de
la inhibicion de los procesos de transcripcién y traduccion de proteinas. La
figura muestra el cambio en el porcentaje de la pendiente de los potenciales post
sinapticos excitatorios (PPSES) con respecto a la linea base (LB). Las barras indican
el momento de la infusion de ANI o DRB (5 min) y de la infusion de BDNF o PBS (10
min). En la parte superior de las graficas para cada grupo se muestran trazos
representativos de sefiales obtenidas durante la linea base (1, linea punteada) y al
final del registro electrofisiolégico (2, linea sélida). Escala de la barra en la sefial 0.5
msy 0.5 mV.

7.3. EI BDNF genera unareorganizacion estructural en el area CA3 de manera

independiente de la sintesis de ARNm y de proteinas de novo

La plasticidad funcional es acompafiada de una reorganizacion estructural de las
fibras musgosas en la regiéon del estrato oriens-piramidal (SOSP) del area CA3 del
hipocampo, que prevalece aun en presencia de los inhibidores DRB y ANI (Figura
14A, g-h, k-l). Los grupos control intacto y PBS muestran botones musgosos casi
exclusivamente en la region del SL del area CA3 (Figura 14A a-b, e-f) en
concordancia con hallazgos previos (Escobar, et al.,, 1997; Ramirez-Amaya et al.,
2001; Rekart, et al., 2007). EI ANOVA del andlisis densitométrico revel6 diferencias
significativas entre los grupos (Fs, 35= 41.9, p<0.001). Por su parte, el analisis post-
hoc de Fisher mostré que los grupos BDNF, DRB+BDNF y ANI+BDNF presentaron
un mayor grado de sinaptogénesis en la region ipsilateral del SOSP en comparacion
con los grupos CONTROL, PBS, DRB+PBS y ANI+PBS (p<0.001) (Figura 14B).
Estos resultados indican que la administracion aguda de BDNF es suficiente para
producir plasticidad funcional y reorganizacion estructural en las FM a pesar de la

inhibicion de los procesos de transcripcién génica y traduccién de proteinas.
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Figura 14. La administracion de BDNF induce reorganizacién sinaptica en las FM
a pesar de la inhibicion de los procesos de transcripcion y traduccidén proteinica.
A) Secciones coronales (40 um) de los hipocampos dorsales observadas al
microscopio (4x y 10x) procesados por la técnica histoquimica de Timm provenientes
de los grupos: control intacto (a y b), BDNF (c y d), PBS (e y f), DRB+BDNF (g y h),
DRB+BDNF (i e j), ANI+BDNF (k y ), y ANI+PBS (m y n); mostrando la distribucién de
las fibras musgosas tefiidas con Timm en el estrato lucido (SL) y en el estrato
oriens/piramidal (SOSP) (flecha). B) Analisis densitométrico de la reorganizacion
morfologica de las fibras musgosas hipocampales. La grafica muestra el area relativa
(SOSP/SL) del area tefiida con Timm en el area CA3 del hipocampo dorsal contralateral
(con) e ipsilateral (ipsi) de los respectivos grupos, obtenidas a través de las
densitometrias analizadas con el programa de analisis de imagenes Scion Image, Scion
Co., Frederick MD. Escala de la barra: 1mm *** p<0.0001.

7.4. En contraste, tanto la LTP como la reorganizacion estructural de las FM
hipocampales inducidas por HFS requieren de sintesis de ARNm y de

proteinas de novo

Los resultados derivados del analisis de los grupos en los que se indujo LTP por
aplicacién de HFS en presencia de los inhibidores DRB o ANI muestran que, bajo
condiciones de inhibicién de sintesis de ARNm, la aplicacion de HFS induce, pero no
mantiene la LTP, en tanto que la inhibicion de sintesis de proteinas bloquea la
induccion de este fendbmeno en concordancia con lo previamente reportado por
Barea-Rodriguez et al., 2000; y por Hagena y Manahan-Vaughan, 2013. El ANOVA
de medidas repetidas para la pendiente de los PPSEs revel6 diferencias
significativas entre los grupos 60 min después de la aplicacion de HFS (F2, 17 = 32.8,
p<0.001). El analisis post-hoc de Fisher mostr6 diferencias significativas (p<0.001)
entre los grupos HFS y DRB+HFS, en comparacion con el grupo ANI+HFS, 60 min
después de la aplicacion de HFS. Asimismo, el analisis estadistico hacia los ultimos

20 minutos del registro electrofisioldgico reveld diferencias significativas (F2, 17 = 45.9,

71



p<0.001) entre los grupos. El andlisis post-hoc de Fisher mostré que el grupo HFS
presentd diferencias significativas respecto al resto de los grupos (p<0.001). Los
cambios en el porcentaje de la pendiente de los PPSEs (+ E.E.M.) para los grupos
HFS, DRB+HFS y ANI+HFS en los ultimos 20 min de registro fueron 144.66 + 0.54,

100.46 £ 0.32 and 103.12 £ 0.23, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. La LTP en la via de las FM inducida por HFS depende de la sintesis de
ARNm y de la sintesis de proteinas de novo. La figura muestra el porcentaje de la
pendiente de los potenciales post sinapticos excitatorios (PPSEs) con respecto a la linea
base (LB). La flecha indica el momento en el cual se aplicd la estimulaciéon de alta
frecuencia (HFS). En la parte superior de la gréafica para cada panel se muestran sefiales
representativas obtenidas durante la linea base (1) y 260 min después de la HFS (2), en
el caso del panel medio también se reporta la sefial obtenida 60 min después de la
aplicacion de HFS. B) La grafica de barras muestra los mismos resultados que el panel A,
en este caso mostrando 3 momentos de analisis del registro electrofisioldgico: pre (linea
base), 60 min post aplicacién de HFS y post (260 min después). *** p< 0.001, escala de la
barra en la sefial 0.5 ms y 0.5 mV.

En el presente estudio revelamos por primera vez que la inhibicion de la sintesis de
ARNmM y de proteinas de novo bloguea la reorganizacién morfologica, generada tras
la administracion de alta frecuencia (Figura 16A, e-h). EI ANOVA del analisis
densitométrico revel6 diferencias significativas entre los grupos (Fs, 20= 16.22,
p<0.001). El andlisis post-hoc de Fisher reveldé que la region contralateral positiva
para Timm es significativamente mayor en el grupo HFS en comparacion al resto de
los grupos (Figura 16B). Estos resultados indican que, al igual que en el caso de la
plasticidad funcional, la plasticidad estructural inducida por HFS en la via de las FM

requiere tanto de sintesis de ARNm como de proteinas de novo.
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Figura 17. La inhibicion de la transcripcién y traduccién proteinica interfieren con
la reorganizacion sinaptica de las fibras musgosas inducida por HFS. A)
Secciones coronales (40 um) de los hipocampos dorsales observadas al microscopio
(4x y 10x) procesados por la técnica histoquimica de Timm provenientes de los grupos:
control intacto (a y b), HFS (c y d), DRB+HFS (e y f), ANI+HFS (g y h); mostrando la
distribucion de las fibras musgosas tefiidas con Timm en el estrato lucido (SL) y en el
estrato oriens/piramidal (flecha). B) Analisis densitométrico de la reorganizacion
morfologica de las fibras musgosas hipocampales. La grafica muestra el area relativa
(SOSP/SL) del éarea teflida con Timm en el area CA3 del hipocampo dorsal
contralateral (con) e ipsilateral (ipsi) de los respectivos grupos, obtenidas a través de
las densitometrias analizadas con el programa de analisis de imagenes Scion Image,
Scion Co., Frederick MD. Escala de la barra: 1mm *** p<0.001.
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8. DISCUSION

Hoy en dia se considera que el BDNF es una proteina fundamental para la
modulacién de la plasticidad sinaptica dependiente de la actividad en diversas
regiones del sistema nervioso central (Drake et al., 1999; Ehrlich y Josselyn, 2015).
Se ha observado una alta expresion de esta neurotrofina asi como de su receptor de
alta afinidad (TrkB) tanto en el hipocampo como en la corteza insular, dos regiones
ampliamente implicadas en el almacenamiento de informacién (Conner et al., 1997;

Sakata et al., 2013).

En el presente proyecto que consta de dos fases se analiz6 en primera instancia
la participacién del BDNF en el fortalecimiento de la memoria de aversion al sabor en
la corteza insular. Mientras que durante la segunda fase se analiz6 si la LTP
producida por BDNF en la via de las FM hipocampales requiere de la sintesis de
ARNmM y de nuevas proteinas para el mantenimiento tanto de la eficiencia sinaptica

como de la reorganizacién estructural.

8.1. EI BDNF regula el proceso de consolidacion en la corteza insular

fortaleciendo la memoria de aversién al sabor

Recientemente se ha propuesto que el aumento en los niveles de BDNF contribuye
al incremento de la memoria (Lee y Silva, 2009; Stern y Alberini, 2013; Kwon et al.,

2014). Los resultados derivados del presente estudio revelan que en ratas adultas



qgue fueron entrenadas bajo una condicion de CAS débil (0.1 M) la administracién de
BDNF en la corteza insular es suficiente para fortalecer la consolidacion de esta

memoria.

En un estudio llevado a cabo en la amigdala, Rattiner y colaboradores
demostraron que el entrenamiento en el condicionamiento de miedo al contexto
incrementa los niveles de BDNF vy la fosforilacion de TrkB (Rattiner et al., 2004).
Asimismo, Ma y colaboradores mostraron que la infusion de BDNF en el nicleo
central de la amigdala es capaz de incrementar la consolidacion de la memoria de
aversion al sabor (Ma et al.,, 2011). Nuestros resultados en este sentido muestran
que el efecto producido por el BDNF en la neocorteza es importante para la
formacién de la memoria de aversion al sabor y sugieren que la magnitud del CAS

esta asociada a los niveles de BDNF en la Cl.

La misma concentracién de BDNF utilizada en el presente trabajo es capaz de
producir un incremento en la transmisién sinaptica in vivo en la via de proyeccion que
va del nucleo basolateral amigdalino a la corteza insular (Bla-Cl) (Escobar et al.,
2003) y de revertir el déficit en la memoria del CAS provocado por la inhibicién de
sintesis de proteinas (Moguel-Gonzalez, et al., 2008). Estas evidencias apoyan la
nocion de que el BDNF es un elemento clave de la sefalizacion sinaptica que
subyace a los procesos de aprendizaje y memoria, y que un incremento en esta
neurotrofina correlaciona con un incremento de la memoria. En este mismo orden de
ideas, un namero importante de estudios ha revelado que los potenciadores de los

procesos cognitivos, sustancias que facilitan la induccién o incrementan la estabilidad
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de la plasticidad sinaptica, activan al complejo BDNF-TrkB (Kwon et al., 2014; Ip et

al., 2015; Singewald et al., 2015).

Los mecanismos a través del cuales el BDNF ejerce sus efectos potenciadores
sobre la memoria del CAS se vinculan a las acciones de esta neurotrofina sobre los
componentes pre y postsinapticos involucrados. En la presinapsis se ha observado
que la presencia de BDNF incrementa la exocitosis glutamatérgica, a través de la
modulacién de los mecanismos de liberacion presinapticos (Pozzo-Miller, et al., 1999;
citado por Cheng, Song y Augustine, 2017). Mientras que, en la postsinapsis, la
sefializacion del complejo BDNF-TrkB induce la fosforilacion de los receptores
NMDA, que incrementa la probabilidad de su apertura y en consecuencia promueve
un aumento el flujo de calcio (Caldeira, et al., 2007a). Este ultimo evento activa a las
proteinas cinasas PKC y CaMKIl, promoviendo la fosforilacién e insercibn membranal
de los receptores AMPA, aumentando de esta manera la excitabilidad neuronal
(Messaoudi et al., 2002; Caldeira et al., 2007b; Fortin et al., 2012; Leal et al., 2017).
Los resultados de la presente investigacion muestran que el fortalecimiento de la
memoria del CAS producida por BDNF es dependiente de la activacion de los
receptores Trk. Al respecto, estudios previos de nuestro grupo de investigacion en la
Cl han evidenciado que las cascadas de sefalizacion desencadenadas por la
activacion del receptor Trk contribuyen a las funciones asociadas a la memoria que
se lleva a cabo en la CI (Castillo et al., 2006; 2011). Particularmente, se ha mostrado
que la microinfusion de BDNF previa al entrenamiento en el CAS modifica la
extincion de esta tarea (Castillo et al., 2006) de forma dependiente tanto de la via de

las MAPK como de la PI3K (Castillo et al., 2011). La activacion de las cascadas de
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sefalizacion activadas por la interaccion BDNF-TrkB conduce a la sintesis de nuevas
proteinas a través de la activacion de factores de iniciacion como el factor de
iniciacion de la traduccion eucarionte 4 (elF4E), asi como de factores de
transcripcion como CREB, promoviendo asi la expresion de genes de expresion
temprana (Musumeci y Minichiello, 2011; Kuipers et al., 2016), asi como la formacion
de nuevos contactos sinapticos (Verpelli et al., 2010). Esta serie de modificaciones
en la comunicacion y estructura sinapticas promovidas por BDNF, favorecen las

condiciones para incrementar la eficiencia en la comunicacion sinaptica.

Los presentes resultados demuestran que la administracion de BDNF en la ClI
adulta a una concentracién capaz de inducir un incremento en la eficiencia sinaptica
en la via de proyeccion Bla-Cl, es suficiente para incrementar un trazo de memoria

de aversion al sabor.

8.2. EI BDNF es capaz de incrementar la eficiencia sinaptica y la
sinaptogénesis en la via de las FM, de manera independiente tanto de la

transcripcion génica como de la traduccion de proteinas

El BDNF juega un papel sustancial en la modulacion de la plasticidad sinaptica en el
hipocampo. Esta aseveracion ha sido evidenciada tras demostrar que la aplicacion
exogena de esta neurotrofina induce un incremento y una facilitacion de la

transmision sinaptica en distintas regiones hipocampales (Kang y Schuman, 1995;
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Messaoudi et al., 2002; Gomez-Palacio Schjetnan y Escobar, 2008; Schjetnan y
Escobar, 2012; Graves et al., 2016) y que el decremento en la sefializacion de BDNF
a través del bloqueo o la desactivacion genética de los receptores TrkB impide la
induccion de LTP (Lu et al., 2008; Guo et al., 2018). Entre las diferentes regiones del
hipocampo, las fibras musgosas constituyen un modelo importante para el estudio de
la plasticidad sinaptica debido a que experimentan de forma paralela modificaciones
funcionales y morfolégicas dependientes de la actividad (Ramirez-Amaya et al.,

2001; Rekart et al., 2007).

Investigaciones previas de nuestro grupo de investigacién revelaron que la
administracion aguda de BDNF en el area CA3 del hipocampo es capaz de producir
un incremento prolongado en la eficiencia sinaptica en la via de las FM (Gomez-
Palacio Schjetnan y Escobar, 2008; Schjetnan y Escobar, 2012). En el presente
estudio reprodujimos este fendmeno, observando que el incremento de la plasticidad
funcional comienza hacia los 20 min tras la administracion de la neurotrofina, se
estabiliza una hora mas tarde, y se mantiene hasta por 4 horas después de la
infusion de la neurotrofina. La cinética de este fendbmeno esta asociada al hecho de
que la LTP inducida por BDNF no requiere de la activacion de los receptores NMDA
(Messaoudi et al., 2002; Thompson et al., 2003) pero si de una alta contribucion de
los receptores metabotrépicos de glutamato (MGIuR) y de los receptores TrkB que se
sabe tienen una cinética de activacion mas lenta en comparacion a la de los
receptores NMDA (Park y Poo, 2013; Ehrlich y Josselyn, 2015; Hashimotodani et al.,

2017).
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El analisis del papel que juegan la transcripcion y traduccidén génicas asociadas
a las expresiones de plasticidad nos acerca a entender los mecanismos de
comunicacién celular que subyacen a la persistencia de la informacién. En el
presente trabajo demostramos que la LTP producida por la infusion aguda de BDNF

es independiente de la sintesis de ARNm y de la traduccién de proteinas de novo.

En apoyo a estos hallazgos, estudios previos han demostrado que el BDNF es
una proteina que por si misma es capaz de inducir y mantener las modificaciones
funcionales dependientes de la actividad (Gomez-Palacio Schjetnan y Escobar, 2008;
Moguel-Gonzalez et al., 2008; Martinez-Moreno et al., 2011), y que aun bajo el efecto
de la inhibicién de sintesis de proteinas, la administracion de esta neurotrofina es
capaz de rescatar la fase tardia de la LTP en la via del patron perforante (Pang et al.,
2004). Asimismo, se ha demostrado que la LTP inducida por BDNF en la via de las
colaterales de Shaffer al area CA1 del hipocampo puede ser generada de manera
independiente de las proteinas y del ARNm sintetizados en el soma neuronal (Kang y

Schuman, 1996).

Los presentes hallazgos pueden ser interpretados a la luz de la hipétesis del
“‘marcaje y captura sinaptica”, segun la cual una fuerte estimulacién provoca la
sintesis de proteinas y ARNm en el soma, denominados genéricamente “productos
relacionados a la plasticidad” (PRPs) que son transportados a las dendritas. Estos
PRPs solo pueden ser capturados por marcas sinapticas previamente generadas por
estimulacion tetanica, permitiendo unicamente la modificacion de las sinapsis activas
(Frey y Morris, 1997; Reymann y Frey, 2007; citados por Lu, et al., 2008; Viola et al.,

2014). La produccion de los PRPs en la neurona postsinaptica es necesaria para el
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fortalecimiento sinaptico y estos PRPs son compartidos por las sinapsis marcadas
(Rogerson et al., 2014). En este sentido, una vasta evidencia experimental sugiere
qgue el BDNF es considerado un PRP y que el receptor TrkB actua como “la marca
sinaptica” (Pang et al., 2004; Barco et al., 2005; Lu, et al., 2008; Sharma et al., 2017;

Dasgupta et al., 2018).

En este sentido, se sabe que la unién del BDNF con el receptor TrkB produce la
dimerizacion y autofosforilacion de este ultimo en los residuos de tirosina de su
dominio intracelular, generando la subsecuente activacion de vias de sefalizacion
tales como las de las MAPK, PLCy y PI3-K. La activacion de estas cascadas de
transduccion de sefiales converge en la activacion de factores de transcripcion tales
como CREB, que induce la transcripcion de genes de expresién temprana como Arc
y Zif268, generando cambios sinépticos de larga duracion (Ehrlich y Josselyn, 2015).
Aunado a lo anterior, se ha reportado que entre las proteinas activadas por la
sefalizacion desencadenada por la accion del BDNF, se encuentra la proteina
adenilato ciclasa cuya activacion repercute a su vez en la activacion de la cinasa
PKA. EI BDNF influye asimismo en la fosforilacion de los receptores metabotropicos
de glutamato (MGIuUR), ambas proteinas esenciales para la generacion de
incrementos de la eficiencia sinaptica en las FM (Henz, Urban y Barrionuevo, 2000;

Wang et al., 2003; Evstratova y Téth, 2014).

Los cambios morfolégicos que suelen acompafiar a las modificaciones
funcionales son considerados un correlato fisico de la plasticidad sinaptica (Caroni, et
al., 2012). Diversas proteinas estan implicadas en la reorganizacién estructural

asociada a la plasticidad sinaptica. Entre éstas, el BDNF ha emergido como una
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proteina clave para la induccion y el mantenimiento de las modificaciones
morfologicas dependientes de la actividad en el cerebro adulto (Bramham, 2007;
Kellner et al., 2014). Los resultados derivados del presente estudio muestran que la
administracion de BDNF provoca una reorganizacion morfoldgica en el area CA3 del
hipocampo, en concordancia con investigaciones previas de nuestro laboratorio
(Gomez-Palacio Schjetnan y Escobar, 2008; Schjetnan y Escobar, 2012). De manera
notable, en el presente estudio revelamos que dicha sinaptogénesis no se ve

afectada por la inhibicién de la sintesis de ARNm y de proteinas de novo.

En este sentido, se ha observado que la administracion de BDNF puede
incrementar el nimero de espinas dendriticas y de producir una reorganizacion
sinaptica en el hipocampo a través de la polimerizacion de actina en las espinas
dendriticas (Rex et al., 2007; Cunha et al., 2010; Zagrebelsky et al., 2018). Dentro de
las vias que intervienen en los cambios estructurales provocados por BDNF se
encuentran la via TrkB-Ras-MAPK vy la via PI3K-AKT-mTOR (Alonso et al., 2004;
Kumar et al., 2005; citados por Park y Poo, 2013). Por otra parte, en un estudio
conducido por Liao y colaboradores, se observé que la administracion de BDNF
incrementa la expresiéon de proteinas relacionadas a la plasticidad estructural, tanto
en los somas neuronales como en las dendritas, en cultivos celulares de neuronas
corticales (Liao et al., 2007). Esta serie de evidencias sustenta la idea de que el
BDNF es capaz de prescindir de la sintesis de ARNm y de la transcripcion de
proteinas para producir modificaciones tanto funcionales como estructurales en la via

de las FM hipocampales.
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8.3. LalLTPylareorganizacion estructural en las FM hipocampales inducidas

por HFS requieren de sintesis de ARNm y de proteinas de novo

Los resultados del presente estudio muestran que, en contraste con la LTP generada
tras la infusion de BDNF, la inducida por estimulacion de alta frecuencia requiere de
la sintesis de ARNm y de proteinas de novo en concordancia con investigaciones

previas (Hagena y Manahan-Vaughan, 2013).

Asimismo, nuestros hallazgos revelan por primera vez que la inhibicion de la
sintesis de ARNm y de proteinas de novo bloquea la reorganizacion morfoldgica,
generada tras la administracion de alta frecuencia. En este sentido, se sabe que las
modificaciones de la estructura sinaptica involucran incrementos en la sintesis de
proteinas, modificaciones de las proteinas del citoesqueleto, asi como aumentos en
el nimero de proteinas de adhesion celular (Washbourne et al., 2004; Hotulainen y
Hoogenraad 2010; Kasai et al.,, 2010). Teniendo en consideracién lo anterior, es
predecible que algun evento que comprometa la sintesis de ARNm y de proteinas de
novo, como la administracién de los inhibidores empleados en el presente estudio,
afecten directamente las modificaciones estructurales generadas tras la LTP inducida

por HFS.

En resumen, la serie de hallazgos del presente estudio en conjunto indican que
el BDNF es un modulador esencial de la fortaleza y el mantenimiento de la
plasticidad sinaptica neo y paleocortical capaz de incrementar el trazo de una

memoria aversiva dependiente de la integridad de la corteza insular, asi como de
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inducir y mantener la plasticidad sinaptica funcional y estructural de las fibras

musgosas hipocampales.

9.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio muestran que:

La infusion de BDNF en la Cl transforma un CAS débil en uno fuerte.

El fortalecimiento de la memoria de aversion al sabor generada por BDNF es

dependiente de la activacion de los receptores Trk.

La administracion de BDNF en la neocorteza adulta es suficiente para

incrementar un trazo de memoria aversiva.

La infusibon de BDNF es suficiente para provocar un incremento en la
eficiencia sinaptica de larga duracion en la via de las FM, asi como una
reorganizacion estructural en el area CA3 del hipocampo, de manera

independiente de la sintesis de ARNm y de la traduccion de proteinas.

La induccién y el mantenimiento de la LTP, asi como la sinaptogénesis en la
via de las FM asociadas a la aplicacion de alta frecuencia se ven interferidas
por la inhibicidon de los procesos de transcripcion génica y de traduccion de

proteinas.
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11. ANEXO 1

El anexo 1 corresponde al articulo de investigacion en el que se reportan los
hallazgos correspondientes a la fase | del presente estudio, en la que se analiza la

participacion del BDNF sobre el fortalecimiento de la memoria de aversion al sabor.
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Nowadays, it is known that brain derived neurotrophic-factor (BDNF) is a protein critically involved
in regulating long-term memory related mechanisms. Previous studies from our group in the insular
cortex (IC), a brain structure of the temporal lobe implicated in acquisition, consolidation and retention
of conditioned taste aversion (CTA), demonstrated that BDNF is essential for CTA consolidation. Recent
studies show that BDNF-TrkB signaling is able to mediate the enhancement of memory. However, whether
BDNF into neocortex is able to enhance aversive memories remains unexplored. In the present work, we
administrated BDNFin a concentration capable of inducing in vivo neocortical LTP, into the ICimmediately

K ds: C . L. " _ L
Bgyl\‘;;ﬂr s after CTA acquisition in two different conditions: a “strong-CTA” induced by 0.2 M lithium chloride i.p.
(TA as unconditioned stimulus, and a “weak-CTA"” induced by 0.1 M lithium chloride i.p. Our results show

that infusion of BDNF into the IC converts a weak CTA into a strong one, in a TrkB receptor-dependent
manner. The present data suggest that BDNF into the adult insular cortex is sufficient to increase an

Memory enhancement

aversive memory-trace.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) has been considered
as a potent protein regulated by neuronal activity that is necessary
for the expression and persistence of long-term synaptic plasticity
in the adult brain [1,2]. The insular cortex (IC) is a region of the tem-
poral cortex implicated in the storage of conditioned taste aversion
(CTA), a well-established learning and memory paradigm in which
an animal learns to associate a novel taste with nausea [3], in a
BDNF-dependent manner [4]. Previous studies from our group have
demonstrated that infusion of BDNF into the IC of adult rats leads
to an in vivo long-lasting potentiation of the basolateral nucleus of
the amygdala (Bla) to the IC pathway [5]. Additionally, we showed
that infusion of BDNF into the IC prior to training in CTA modifies its
extinction [G], in amanner dependent of mitogen-activated protein

* Corresponding author at: Divisién de Investigacién y Estudios de Posgrado, Fac-
ultad de Psicologia, Universidad Nacional Auténoma de México, C.P. 04510 México
D.F, Mexico. Fax: +52 55 56222310.

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

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbr.2015.09.034
0166-4328/@ 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

kinase (MAPK) and phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) pathways
[7]. Moreover, BDNF is able to reverse the CTA-memory deficit pro-
duced by inhibition of protein synthesis when this neurotrophin
was infused 20 m before or 5 and 7 h after the taste-malaise asso-
ciation [8,9]. Recent studies have demonstrated that some of the
emerging cognitive enhancers increase the activity and expression
of BDNF-TrkB signaling pathways [10-12]. In this context, it has
been reported that transgenic neuronal overexpression of tissue-
type plasminogen activator (tPA), an extracellular serine protease
implicated in the conversion of BDNF precursor (proBDNF) to
mature BDNF, enhanced and prolonged both hippocampal LTP and
hippacampus-dependent spatial memory [13]. Similarly, a recent
study demonstrates that the increase of contextual fear memory
by glucocorticoid hormones occurred through the tPA-BDNF-TrkB
signaling pathways [14]. In the present study, we explored if the
BDNF infusion into the IC is able to strengthen CTA memory.
Forty-three male Wistar rats weighting 350-380 g were used
for the present study. All rats were caged individually and kept
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Fig. 1. Schematic representation of the experimental procedure. (A) Representation of the guide cannulae and microinjector placement in a coronal plane with a coronal
section showing the microinjector location. (B) Diagram of the experimental procedure. Abbreviations: ACQ: acquisition; LiCl: lithium chloride; IC: insular cortex. Scale bar:

1mm.

on a 12:12 light-dark cycle at 22 °C with food and water available
ad libitum unless noted otherwise, Experiments were performed in
accordance with the Norma Oficial Mexicana and with the approval
of the Local Animal Care Committee.

Animals were implanted bilaterally with stainless steel can-
nulae (23-gauge) under anesthesia (Pentobarbital, 50 ml/kg i.p.).
The tips of the guide cannulae were aimed at 2mm above the
IC [9]. Microinjections were delivered through dental needles as
microinjectors (30-gauge) that extended 2 mm below the previ-
ously implanted guide cannulae (reaching the IC area). Dental
needle microinjectors were attached by polyethylene tubing to
a 10-pl Hamilton syringe driven by a microinfusion pump (Cole
Parmer Co., Vernon Hills, IL, USA). After surgery animals were
allowed to recover for 7 days. All groups were histologically ana-
lyzed in order to verify the injector tip location.

Rats were placed on a water deprivation schedule, allowing
access to water twice a day from a graduated cylinder, during
10 min trials for 3 days. On the acquisition day saccharin solution
0.1% (Sigma, St. Louis, MO) was available instead of water, and
10 min later, rats received 7.5 ml/kg i.p. either of 0.2-M or 0.1-M
solution of LiCl, in order to induce 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 the strength of
aversion.

In order to evaluate the effect of IC microinfusion of BDNF on
CTA memory, animals were divided into the following treatment

groups: wCTA group (“weak” CTA, n=10), which received 0.1M
solution of LiCl i.p. on the acquisition day [15,16]; sCTA group
(“strong” CTA, n=9) which on the acquisition day received 0.2M
solution of LiCl i.p. [7,9]; wCTA +BDNF (n=8), which received the
same treatment as the wCTA group followed immediately by a
microinfusion of BDNF in a concentration capable of inducing a
long-lasting enhancement of synaptic efficacy in the Bla-IC path-
way (2 pg/2 pl perside, T pl/min; Alomon Labs) in phosphate buffer
saline (PBS) as vehicle [17]; wCTA+PBS (n=7) which, under the
same conditions as the wCTA + BDNF group received an intracorti-
cal microinfusion of PBS (2 jul per side, 1 jLl/min); wCTA + BDNF+K
(n=9)which, under the same conditions as the wCTA + BDNF group
received an intracortical microinfusion of BDNF in combination
with K252a, an inhibitor of Trk receptors (2 jLg of BDNF/2 .l of
K252a,20 M, 1 pl/min; Alomone Labs) [5,7].

Upon completing the behavioral experiments, cannulated ani-
mals were histologically analyzed in order to verify the injector
tip location. Histological examinations revealed that injectors were
correctly placed in the IC for all groups. Animals with unclear can-
nula placements were discarded (Fig. 1).

No significant differences were found among groups neither
in the baseline water intake nor during the CTA acquisition ses-
sion. The average baseline means (£SEM) of water intake were
(in ml): 17.394+0.94, 1927 +0.77, 18.83+£0.95, 18.50+£0.73 and
17.03 £0.88 for each of the wCTA, sCTA, wCTA + BDNF, wCTA +PBS
and wCTA+BDNF+K groups, respectively. However, during the
aversion test two-way ANOVA for saccharin consumption revealed
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Fig. 2. Brain-derived neurotrophic factor transforms a weak CTA memory into a
strong one. Acute intracortical microinfusion of BDNF leads to a weak CTA to become
into a strong one. Animals were trained in a strong (sCTA) or a weak (wCTA) CTA
and received intracortical infusion of BDNF (wCTA+BDNF), PBS (wCTA+PBS) or a
combination of BDNF and K252a (CTAW +BD +K). ***p<0.001.
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significant differences among groups, (F4353=4.49, p<0.01). Post-
hoc analysis with Fisher’s test, showed that sCTA group presented
a higher taste aversion in comparison with wCTA group (p<0.001).
Interestingly, no significant differences were observed between
the sCTA and the wCTA+BDNF group, showing that IC-BDNF
microinfusion converts a weak CTA into a strong one. Nevertheless,
wCTA +PBS and wCTA + BDNF + K groups did not differ with respect
to wCTA group, showing that the taste aversion enhancement
elicited by BDNF infusion is dependent on BDNF-TrkB receptor
interaction (Fig. 2). The present results demonstrate that intracor-
tical BDNF infusion enhances the CTA memory-trace.

BDNF has emerged as an important protein involved in the reg-
ulation of activity-dependent plasticity in the mammalian central
nervous system. Recently, it has been proposed that the increase of
this neurotrophin contributes to memory enhancement [11,18,19].
Our present results revealed that administration of BDNF into the
IC of adult rats that undergo weak CTA-training elicits a strong-CTA
in a Trk receptor-dependent manner.

In a study carried out in the amygdala, Rattiner and coworkers
demonstrated that fear conditioning training increases the TrkB
phosphorylation as well as the BDNF levels [20]. More recently,
Ma and collaborators showed that BDNF infusion into the cen-
tral amygdala enhances CTA learning [4]. Previously, it has been
observed that BDNF levels correlate with working memory perfor-
mance [21], underlining the participation of this neurotrophin in
the strengthening of memory. Our present results show that BDNF
into the neocortex is important for the CTA formation, and suggest
that the magnitude of CTA is dependent on the BDNF levels into the
IC.

The same concentration of BDNF used in the present work is
able to induce an in vivo lasting potentiation of synaptic efficacy
at the Bla-IC pathway [5] and reverses the deficit in CTA memory
elicited by protein synthesis inhibition [9]. Those evidences support
the notion that BDNF is a key element of the synaptic signaling that
underlay learning and memory processes, and that an increase of
this neurotrophin correlates with the enhancement of memory. In

the same order of ideas, a number of studies have demonstrated
that cognitive enhancers, compounds that facilitate the induction
or increase the stability of synaptic plasticity, activate the BDNF-
TrkB interaction [10,18,22,23].

The present results show that the BDNF strengthening of
CTA memory is dependent on the activation of TrkB receptors.
In this regard, our previous studies in the IC show that BDNF-
TrkB receptor cascade contributes to memory-related functions
performed by the IC [6,7]. Particularly, intracortical microinfu-
sion of BDNF prior to CTA training modifies the extinction of
this task [6], in a mitogen-activated protein kinase (MAPK) and
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) dependent manner [7]. These
molecular pathways converge in the activation of transcription
factors, such as cAMP response element-binding protein (CREB),
which promotes the activation ofimmediate-early genes such as Zif
286 and Arc, critically involved in regulating learning and memory
processes [24],

The present results demonstrate that BDNF administration into
the adult IC, in a concentration able to induce long-lasting poten-
tiation of synaptic efficacy at the Bla-IC projection, is sufficient to
enhance a taste aversion memory trace.
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12. ANEXO 2

El anexo 2 corresponde al articulo de investigacion en el que se reportan los
hallazgos correspondientes a la fase Il del presente estudio, en la que se analiza la
participacion del BDNF en la modulacion de la plasticidad sinaptica y estructural de

las fibras musgosas del hipocampo.

Referencia:

Martinez-Moreno, A., Rivera-Olvera, A., Escobar, M. L. (2018). BDNF induces in vivo
late-LTP and morphological synaptic plasticity at the hippocampal mossy fibers in a

transcription and translation-independent manner. (En preparacion).

110


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez-Moreno%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26433146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez-Dur%C3%A1n%20LF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26433146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Escobar%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26433146

BDNF induces in vivo long-lasting enhancement of synaptic transmission and
structural reorganization at the hippocampal mossy fibers in a transcription

and translation-independent manner

Araceli Martinez-Moreno and Martha L. Escobar
Division de Investigacion y Estudios de Posgrado, Facultad de Psicologia,

Universidad Nacional Autbnoma de México, 04510, México

Number of pages (including references and figures captions): 33
Number of figures: 3

Correspondence to:

Dr. Martha L. Escobar

Divisiéon de Investigacion y Estudios de Posgrado
Facultad de Psicologia

Universidad Nacional Autonoma de México

C.P. 04510, Ciudad de México

México

Phone (52) (55) 56222222 ext. 41227

FAX (52) (55) 56222310

E-mail: mescobar@unam.mx

111



ABSTRACT

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is an essential product of protein synthesis
with a prominent impact on brain signaling and synaptic plasticity. Exogenous
application of this neurotrophin is able to induce long-term potentiation (LTP) in
several brain structures such as the hippocampus, increasing the gene transcription
and translation of proteins involved in functional and structural plasticity. In this
regard, our previous studies have demonstrated that acute intrahippocampal
administration of BDNF induces long-lasting enhancement of synaptic transmission at
the mossy fibers projection (MF) accompanied by a structural reorganization at the
CAS3 hippocampus area within the stratum oriens region. In the present study, we
investigate whether transcriptional and translational inhibition interferes with the
persistence of the MF functional and structural synaptic plasticity elicited by BDNF in
adult rats in vivo. Our results show that BDNF is able to induce a lasting potentiation
of synaptic efficacy at the MF projection accompanied by a structural reorganization
at the CA3 area in an mRNA synthesis and protein translation-independent manner.
The present findings support the idea that BDNF is an essential plasticity related
product, which is necessary and sufficient to induce and maintain functional and

structural synaptic plasticity at MF-CA3 pathway.

Keywords: BDNF, LTP, structural plasticity, MF-CA3 pathway, mRNA and protein

synthesis.
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1. Introduction

Nowadays, it is widely accepted that learning and memory are supported by cellular
mechanisms that produce changes in synaptic efficacy and morphology. Long-term
potentiation (LTP) is a long-lasting enhancement of synaptic strengths that has been
induced in several brain regions (Malenka and Bear, 2004; Mayford et al., 2012;
Nicoll, 2017), making it a suitable phenomenon for studying the mechanisms
underlying learning and memory processes. LTP is related to the persisting
biochemical signals that last in the cell, like protein synthesis and early activation of
transcriptional processes, as well as morphological modifications of synapses (Citri &
Malenka, 2008; Nicoll, 2017). The elucidation of the molecular mechanisms that lead
to this functional and morphological plasticity, recognized brain derived neurotrophic
factor (BDNF) as a key protein in the induction and prevalence of such activity-
dependent modifications in the adult brain (Reichardt, 2006; Bramham et al., 2007).

Several studies have demonstrated that BDNF and the activation of the receptor
tyrosine kinase B (TrkB) are necessary for the induction and strengthening of LTP in
different brain regions (Edelmann, Lessmann and Brigadski, 2014; Leal, Afonso,
Salazar, and Duarte, 2015; Kowianski et al., 2018). In addition, it has been reported
that the administration of mature BDNF rescue the LTP as well as long-term memory,
in the hippocampus or in the insular cortex, when protein synthesis has been inhibited
by the administration of anysomicin (Pang et al., 2004; Bekinschtein et al., 2007;
Moguel-Gonzalez, Gomez-Palacio Schjethan & Escobar, 2008). The evidence
previously mentioned support the idea that BDNF is a plasticity-related product
(PRP), according to the hypothesis of synaptic tagging and capture, where synaptic

activity generates a tag which captures the plasticity-related products (PRPs) derived
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outside of synapses (Govindarajan et al., 2006; Morris, 2006). In fact, various studies
have indicated that BDNF is a PRP and TrkB receptor has the function of synaptic tag
(Patterson et al., 1992; 2001; Pang et al., 2004; Barco et al., 2005; Lu et al., 2011).
The role of BDNF in the LTP and long-term memory is in agreement with the
influence that this neurotrophin exerts in the adult brain to modulate and induce
morphological modifications such as dendritic complexity, spine formation and
neurogenesis (Fukazawua et al.,, 2003; Bramham et al., 2007; Rex et al., 2007,
Tanaka et al., 2008; Kuipers et al., 2016; Kowianski et al., 2017).

The hippocampal mossy fiber pathway (MF) constitutes a relevant area for learning
and memory processes. The induction of LTP in the MF-CA3 pathway exhibits a form
of potentiation characterized by a slow initial increase in the EPSP slope that has
been related to an independence of N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) (Harris
and Cotman, 1986; Nicoll and Schmitz, 2005). Likewise, MF-CA3 LTP depends on
presynaptic mechanisms, is induced by the co-release of glutamate and zinc and is
modulated by opioid peptides (Lopez-Garcia et al., 1996; Escobar et al.,, 1997;
Terman et al., 2000; Frederickson et al., 2005; Lu et al., 2005; Huang et al., 2008).
On the other hand, it has been reported that the inhibition of transcription or
translation processes affects LTP at MF-CA3 pathway elicited by high frequency
stimulation (HFS) (Huang et al., 1994; Barea-Rodriguez et al., 2000; Calixto et al.,
2003). For instance, it has been demonstrated that the administration of the protein
synthesis inhibitor anisomycin into the CA3 hippocampal region, impairs the LTP
induction, meanwhile, the microinfusion of DRB (5, 6-1- p- D-

ribofuranosylbenzimidazole), a specific RNA polymerase Il inhibitor, disrupts the late
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phase of this LTP (Hagena & Manahan-Vaughan, 2013). In our previous studies, we
have reported that application of HFS or acute administration of BDNF induces a
robust LTP and synaptogenesis at the MF pathway. Seven days after the
electrophysiological recordings a band of Timm’s staining, a frequently used marker
to show MF buttons, revealed reorganization of mossy fiber connections at the
stratum oriens (SO) in the CA3 hippocampal area (Escobar, et al., 1997; GOmez-
Palacio-Schjetnan & Escobar, 2008; Schjethan & Escobar, 2012).

The evidence previously referred suggests that BDNF is an essential protein which
promotes and modulates functional and structural plasticity in the MF pathway.
However, the role of new mRNA synthesis and protein translation in long-lasting
plasticity elicited by BDNF in the CA3 region of the hippocampus has not been
explored yet, and this is an important question as the CA3 area is believed to play a
unique role in memory formation. In the present work we evaluated the requirement of
MRNA and proteins synthesis de novo for the maintenance of synaptic efficacy and
structural reorganization in the MF-CA3 pathway elicited by BDNF administration in

adult rats in vivo.

2. Methods

2.1. Animals
Sixty male Wistar rats, weighing 360-390 g were used for the present study. All
animals were housed individually under a 12/12 h light dark cycle at 22 ° C, with food
and water ad libitum. Methods were carried out in accordance with the guidelines of

the Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) and with the approval of the
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Animal care committee of the Faculty of Psychology of the National Autonomous

University of Mexico.

2.2. Invivo electrophysiological recordings

Electrophysiological recordings were accomplished in anesthetized rats as previously
described (Ramos Languren & Escobar, 2013; Schjethan & Escobar, 2012).
Responses were recorded by using a monopolar microinfusion electrode placed in
the stratum lucidum above the CA3 pyramidal layer of the dorsal hippocampus (Fig.
1A). Constant current stimulation (40-60 pA monophasic pulses, 0.25 ms duration)
was applied to the MF unilaterally using a stainless steel bipolar electrode. The
evoked responses were stored for offline analysis using the BrainWave software
(DataWave, Broomfield, CO, USA). Low frequency (0.05 Hz) responses were evoked
for 20 min, after that, inhibitory drugs DRB (40 ng; 0.1 pl/min) or ANI (100 Cg; 0.1
pI/min) were infused and evoked responses were collected during 25 min more. At
the end of the baseline period, either BDNF (2 pg/2 pl; 0.2 pl/min), PBS (2 pl; 0.2
ul/min) or HFS (3 trains/100 Hz/1s/20 s intertrain interval) were administered and
evoked responses were collected during 4 h more (Ramos Languren & Escobar,
2013; Schjetnan & Escobar, 2012). Evoked responses from CA3 were measured by
obtaining the field excitatory postsynaptic potential (EPSP) slope measured 1-3 ms
after the EPSP onset. MF-LTP was calculated as a percentage of change with
respect to the mean slope of field potentials of the baseline period. The metabotropic
glutamate receptor Il agonist 2-(2, 3-dicarboxy-cyclopropyl) glycine (DCG-1V; Tocris,

Ellisville, MO, USA; 0.5 uM, 0.5 pl per side / 0.1 ul / min) was microinfused at the end
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of the electrophysiological recordings (Fig. 1B) to verify that the signal was generated

by MF inputs (Calixto, Thiels, Klann & Barrionuevo, 2003).

2.3. Experimental design

With the purpose of evaluate if LTP elicited by BDNF presents a dependence of
protein transcription or translation, animals were divided into the following treatment
groups: (1) BDNF group (n=6) which had electrodes implanted and received
intrahippocampal infusion of BDNF (2 pg/2 pl/0.2 pl/min; Alomone Labs, Jerusalem,
Israel) prepared with phosphate-buffered saline (PBS) as vehicle in order to induce
BDNF-dependent LTP (Gbmez-Palacio-Schjethan & Escobar, 2008; Schjetnan &
Escobar, 2012); (2) PBS group (n = 6) which, under the same conditions as the BDNF
group, received intrahippocampal infusion of PBS (2ul/0.2 ul/min); (3) DRB+BDNF
group (n=6) which received DRB (40 ng/0.5 ul; 0.1 pl/ min), 25 minutes before BDNF
infusion; (4) DRB+PBS group (n=6) which under similar conditions as the DRB+BDNF
group received PBS (2 pl/0.2 pl/min) instead of BDNF, with the aim to explore the
effects of DRB on the basal transmission of the MF-CA3 pathway; (5) ANI+BDNF
group (n=6) which under the same conditions as the DRB+BDNF group, received
anisomycin (100 pug/0.5 pl/0.1 pl/min), 25 minutes before BDNF infusion; (6) ANI+PBS
group (n=6), which under similar conditions as the DRB+PBS group, received PBS (2
ul/0.2 pl/min) instead of BDNF, with the aim to explore the effects of anisomycin on
the basal transmission of the MF-CA3 pathway; (7) CONTROL group (n=4), made up

of animals that served as an intact control group used for the morphological analysis.
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On the other hand, in order to evaluate in our hands the effect of protein transcription
and translation inhibition over the LTP-MF induced by HFS (regarding with a previous
report, Hagena & Manaha-Vaughan, 2013), animals were divided into the following
groups: (1) HFS group (n=7), which underwent surgery had electrodes implanted and
received HFS capable of inducing LTP; (2) DRB+HFS group (n=6) which under the
same conditions of HFS group received HFS in the presence of the specific mMRNA
synthesis inhibitor DRB (40 ng/0.5 ul; 0.1 pl/min) (Prado-Alcala, et al., 2017)
microinfused in the CA3 area, 20 minutes after the start of the baseline; (3) ANI+HFS
(n=7), which in the same conditions of HFS group received microinfusion of the
protein synthesis inhibitor anisomycin (100 ug/0.5 ul/ 0.1 ul/min; TOCRIS, Ellisville,
MO; Moguel-Gonzalez, Gomez-Palacio-Schjethan & Escobar, 2008; Martinez-

Moreno, Rodriguez-Duran & Escobar, 2011) (Fig. 1C).

2.4. Histological procedure
The morphological reorganization of the MF was analyzed 1 week after the
electrophysiological procedure for all groups (four animals per group). Two previously
reported methods were used (Ramirez-Amaya, et al.,, 2001; Rekart, et al., 2007;
Schjetnan & Escobar, 2012; Ramos-Languren & Escobar, 2013; Juarez-Mufioz,
Rivera-Olvera, Ramos-Languren & Escobar, 2017). Coronal sections of 40 [lm were
processed for Timm's staining (Escobar et al., 1997; Ramirez-Amaya, et al., 2001;
Rekart, et al., 2007; Schjetnan & Escobar, 2012; Ramos-Languren & Escobar, 2013;
Juarez-Mufioz et al., 2017). Every fifth slice from the extreme septal pole of the dorsal

hippocampus was systematically chosen for a total of six sections/animal. First, the
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digitized images were analyzed by using Scion Image analysis software (Scion
Corporation, Frederick, MD). The areas for the stratum oriens (SO) and stratum
pyramidale (SP) were combined (SOSP) (Rekart et al., 2007; Juarez-Mufioz et al.,
2017) and the area occupied by Timm’s granules was measured in each image. In a
complementary manner, real measurements of the same digitized images were
carried out using the method described by Rekart et al. (2007). Images were coded
and a point-counting grid (squares = 25 um on a side) was digitally superimposed.
Grid intersections overlying dark Timm’s silver precipitate were counted as belonging
either to the stratum lucidum (SL) or to the SOSP. Following the densitometric
analysis by either of the two measurement methodologies, comparisons among
groups were made by using the ratio of the estimated area in SOSP to the estimated
area in SL to account for any size differences among individual animals (Rekart et al.,

2007; Juarez-Mufoz et al., 2017).

3. Results

3.1. BDNF is sufficient to induce LTP and to produce synaptic reorganization at

CA3 hippocampus area despite of the inhibition of mMRNA synthesis and

protein synthesis de novo

The CA3 EPSP consisted of potentials of 0.42 + 0.02 mV (mean = SEM) elicited with

40-60 pA current pulses of 0.25 ms duration. These responses presented their valley
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at 7 us with an average slope of 0.17 + 0.01 (mean £ SEM) (Fig. 1B). Microinfusion of
DCGIV at the end of electrophysiological recordings selectively blocked MF
responses to a 25% of baseline signals, verifying that the signal was generated by
MF inputs (Fig. 1B).

Our results (supporting information) corroborate that acute infusion of BDNF (2ug/2ul)
induced LTP that started approximately 20 min after neurotrophin infusion and
reached a plateau at 1 h; whereas PBS infusion, as BDNF vehicle did not produce the
effect, as previously was reported (Gémez-Palacio-Schjethan & Escobar, 2008;
2012). Thus, considering the BDNF effects on MF synaptic efficacy, we analyzed the
effect of MRNA synthesis and protein translation inhibition on MF-LTP induced by
BDNF. Our results show that acute BDNF infusion into CA3 region is capable to
induce long-lasting LTP, which was maintained until 4 h after neurotrophin
administration, despite of the transcription and translation inhibition processes (Fig.
2A). ANOVA analysis for slope revealed significant differences between the groups
for the last 20 min of the recording (Fs, s0 = 48.63, p<0.001). Post-hoc Fisher’'s
analysis showed differences between BDNF, DRB+BDNF and ANI+BDNF respect to
the control groups (PBS, DRB+PBS and ANI+PBS) (p<0.001). The percent changes
(x SEM) in the EPSPs slope for the groups BDNF, PBS, DRB+BDNF, DRB+PBS,
ANI+BDNF and ANI+PBS groups were 164.46 + 0.35, 101.6 + 0.45, 154.18 = 0.27,
102.23 £ 0.5, 141.03 £ 0.21 and 99.22 £ 0.37, respectively.

It has been proved that functional plasticity is accompanied by morphological
reorganization at the synapses and these changes understand as the stabilization of

synaptic plasticity (Lynch, Rex & Gall, 2007; Poo et al., 2016). Regarding to this, our
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results show that the infusion of BDNF generates a bilateral enhancement of
synaptogenesis in the SOSP of the CA3 area, supported by our previous studies
(Gomez-Palacio-Schjetnan & Escobar, 2008; 2012). What is more, the present study
revealed that in spite of the presence of DRB or ANI, BDNF was capable to produce a
bilateral increment of mossy fiber buttons, highly ipsilateral (Fig. 2B). Intact control
and PBS groups, presented mossy fibers buttons almost exclusively in the SL of the
CA3 area (Fig. 2B a y b, e y f) in agreement with previous studies (Escobar, Barea-
Rodriguez, Derrick, Reyes & Martinez, 1997; Ramirez-Amaya et al., 2001; Rekart,
Sandoval, Bermudez-Rattoni & Routtenberg, 2007). ANOVA of the average Timm
positive surface area revealed significant differences between groups (Fs, 35= 34.5,
p<0.0001). Furthermore, post-hoc analysis with Fisher’s test showed that the groups
BDNF, DRB+BDNF and ANI+BDNF had a significantly larger area of ipsilateral
synaptogenesis in the CA3 hippocampal region in comparison with the groups
CONTROL, PBS, DRB+PBS and ANI+PBS (Fig. 2C). Similar results were obtained
by the measures performed with the point counting grid, where ANOVA also
presented significant differences between groups (Fs, 35= 28.64, p<0.0001). These
results revealed that the acute administration of BDNF is capable and sufficient to
produce functional plasticity and structural reorganization at MF buttons in spite of the

inhibition of both, mMRNA synthesis and proteins synthesis de novo.
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3.2. The inhibition of genic transcription and protein translation affects MF-LTP

induced by HFS and blocks the morphological reorganization

According to previous studies, our results show that the application of HFS induces
LTP at the MF pathway in adult rats, in vivo, (Schjetnan & Escobar, 2012; Hagena &
Manaha-Vaughan, 2013; Juarez-Mufoz et al., 2017). MF-LTP is characterized by a
slow increment in the EPSP slope, related to the independence of NMDA receptors
activation (Derrik et al., 1991; Escobar et al., 1997). Under mRNA synthesis inhibitory
condition, due to DRB microinfusion in the CA3 area, HFS delivery induces but not
maintains LTP. On the other hand, the induction of LTP by delivery of HFS was
blocked in presence of ANI (a reversible and specific protein synthesis inhibitor) (Fig.
3A). Repeated-measures ANOVA analysis for slope revealed significant differences
between groups 60 min after HFS delivery (F2, 17 = 32.8, p<0.001). Post-hoc analysis
with Fisher’s test showed significant differences (p<0.001) between groups HFS and
DRB+HFS in comparison with ANI+HFS 60 min after HFS delivery. The percent
changes (x SEM) in the EPSPs slope for the groups HFS, DRB+HFS and ANI+HFS
at this time was, 134.27 + 0.37, 121.45 + 0.30 and 101.89 + 0.24 respectively.
Moreover, statistical analysis at the end of the recordings revealed significant group
differences (F2, 17 = 45.9, p<0.001). Post-hoc Fisher’s analysis showed that HFS
group presented significant differences respect to the rest of groups (p<0.001). The
percent changes (x SEM) in the EPSPs slope for the groups HFS, DRB+HFS and
ANI+HFS the last 20 min of the recording were 144.66 + 0.54, 100.46 + 0.32 and

103.12 + 0.23 respectively. These results suggest that mRNA synthesis is required
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for the maintenance of MF-LTP; meanwhile the protein synthesis de novo is
necessary for the induction of LTP at MF-CA3 pathway.

Our morphological analysis of this part show that high frequency mossy fiber
stimulation produces a bilateral increment of hippocampal mossy fiber buttons, with a
prominent contralateral enhancement visualized by Timm’s stained density at the
SOSP (stratum oriens/pyramidal) of the CA3 area, in agreement with our previous
studies (Gomez-Palacio-Schjetnan & Escobar, 2012; Ramos-Languren & Escobar;
Juarez-Mufoz et al., 2017). However, we demonstrated for the first time that under
protein transcription and translation inhibition, the effect of HFS on morphological
reorganization was impaired (Fig. 3B c-h). ANOVA of the average Timm positive
surface area obtained by quantitative densitometric analysis of the SOSP from each
animal, revealed significant differences between groups (Fs, 20= 16.22, p<0.0001).
Post-hoc analysis with Fisher’s test (p<0.0001) show that the group HFS showed a
significantly larger area contralateral Timm-stained granules compared to the other
groups. Similar results were obtained by the measures performed with the point
counting grid, where ANOVA also presented significant differences between groups
(Fs, 20= 30.9, p<0.001) (Fig. 3C). These results suggest that like functional plasticity,
the structural plasticity induced by HFS needs of mRNA synthesis and protein

synthesis de novo for the synaptogenesis in the CA3 hippocampus area.

3. Discussion
BDNF has been proposed as an essential protein for the memory maintenance

because its activity-dependent secretion may support synapse-specific synthesis of
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proteins that are required for the stability of long-term forms of synaptic plasticity (Lu,
Christian & Lu, 2008; Bramham et al., 2007; Park and Poo, 2013). In this regard, it is
known that the hippocampal mossy fiber pathway contains the highest levels of BDNF
protein in the central nervous system (Danzer & McNamara, 2004; Bramham &
Messaoudi, 2005) suggesting that BDNF is a key regulator of synaptic plasticity in this
region. Likewise, several evidence has shown that exogenous application of this
neurotrophin induces a robust long-lasting enhancement of synaptic transmission in
several hippocampal areas (Kang & Schuman, 1995, Messaoudi et al., 2002; Gomez-
Palacio-Schjetnan & Escobar, 2008; Gomez-Palacio-Schjetnan & Escobar, 2012;
Graves et al., 2016), emphasizing the importance of BDNF in the modulation of long-
lasting synaptic interactions, which are critical for cognition and memory. Added to
this, in a previous study carried out by our research group we revealed that acute
infusion of BDNF was sufficient to induce LTP in the DG-CA3 projection accompanied
by structural reorganization at the MF pathway (Gémez-Palacio-Schjetnan & Escobar,
2008; Schjetnan & Escobar 2012). In the present work we show that the
enhancement of synaptic efficiency and the structural modifications elicited by BDNF
at MF pathway are produced in an mRNA synthesis and protein translation-
independent manner.

BDNF is considered an essential product of protein synthesis with multipotent
impact on brain signaling and synaptic plasticity through the activation of cytoplasmic
signaling pathways including mitogen-activated protein kinase (MAPK), phospho-
lipase C-gamma (PLC-gamma) and phosphatidylinositol-3 kinase (PI3-K) (Minichiello
et al., 2002; Bekinschtein, Cammarota, lzquierdo & Medina, 2008; Kowianski et al.,

2018). Through these cascades, BDNF exerts a direct impact on synaptic efficacy,
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modulating the acquisition and storage of information (Bekinschtein et al., 2008;
Tyler, Alonso, Bramham, & Pozzo-Miller, 2002). The activation of these signal
transduction cascades converges in the activation of transcription factors, such as
cAMP response element-binding protein (CREB), which induce gene expression (e.qg.
Arc and Zif 286) and thereby long-lasting synaptic changes (Bramham, 2007,
Minichiello et al., 2002; Ying et al., 2002; Kowianski et al., 2018). In this regard, the
results of the present study revealed that the acute infusion of BDNF does not need
of protein synthesis or mRNA synthesis de novo to induce and maintain LTP at MF
pathway, which is opposed to the results obtained with HFS delivery. Our findings
support the idea that BDNF is an essential molecule, sufficient and necessary for the
establishment of synaptic plasticity (Pang et al., 2004; Schjetnan & Escobar, 2012;
Martinez-Moreno, Rodriguez-Duran, Escobar, 2017). In agreement with this, an early
study carried out by Kang and Schuman also showed that BDNF was able to induce
LTP in the CAL region of the hippocampus in the absence of protein synthesis (Kang
& Schuman, 1996). On the other hand, Takei and collaborators found that BDNF was
able to increase protein synthesis in cortical neurons by up-regulating the translation
initiation via multiple signaling pathways including PI13-K, Akt and MAPK (Takei,
Kawamura, Hara, Yonezawa & Nawa, 2001).

In the context of “synaptic tagging and capture” theory, several evidences propose
that BDNF is a plasticity-related product (PRP) and TrkB receptor is proposed as a
“synaptic tag” (Patterson et al., 1992; 2001; Frey & Morris, 1997; Barco et al., 2005;
Pang et al., 2004; Lu et al., 2011). Accordingly, a pioneer study showed that in
hippocampal slices stimulated with a weak theta burst stimulation (TBS), which

normally is able to induce only an early-LTP (E-LTP), the administration of BDNF

125



resulted in a sustained late-LTP (L-LTP) (Frey et al., 1996). In this context, Pang and
collaborators showed that exogenous BDNF was sufficient to rescue L-LTP in the
Shaffer collateral pathway when protein synthesis was inhibited (Pang et al., 2004). In
the same way, a recent work of our group proved that the acute infusion of this
neurotrophin in the insular cortex is able to strengthen an aversive taste memory
(Martinez-Moreno, Rodriguez-Duran & Escobar, 2017). Thus, the above supports the
notion that BDNF does not need of transcription or translation process, because is
sufficient to induce and maintain the synaptic plasticity by itself.

Nowadays, changes in synaptic morphology as a result of activity are believed to
sustain synaptic plasticity stabilization (Lynch et al., 2007) and the elucidation of the
molecular mechanisms that lead to functional and morphological plasticity recognized
BDNF as a key protein in the induction and prevalence of such activity-dependent
modifications in the adult brain (Bramham, 2007). In this respect, we previously
reported that in vivo HFS delivery or BDNF infusion to hippocampal CA3 area induce
a bilateral increment of MF buttons in the stratum oriens region, preferentially
contralateral (Escobar et al., 1997; Gomez-Palacio-Schjetnan and Escobar, 2008;
Schjetnan & Escobar, 2012). In the present study we show that the administration of
BDNF, in the presence of transcription and translation inhibitors, was sufficient to
modify the synaptic organization pattern, promoting a bilateral augmentation of MF
buttons, prominently ipsilateral. Supporting our results, previous studies have
reported that HFS or acute BDNF infusion enhance synaptic efficiency which comes
with an increment of BDNF-mRNA levels and structural reorganization (Derrick et al.,
1991; Bramham et al., 1996; Escobar et al., 1997; Scharfman, Goodman, Sollas &

Croll, 2002; Gémez-Palacio Schjetnan & Escobar, 2008; Schjetnan & Escobar, 2012).
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On the other hand, it has been observed that BDNF modulate dendritic and spine
architecture and its blocking results in a significant reduction in dendritic spine
density, associated with a decrease in F-actin levels within spine head (Kellner et al.,
2014). The fact that MF synaptogenesis occurred bilaterally means that the plasticity
effect induced by HFS or by BDNF, affects neuronal firing patterns in the
hippocampal network through the activation of commissural pathway, involving the
activation of hilar mossy cells. These cells project back to the inner molecular layer of
both ipsi and contralateral DG, contributing to MF activity regulation (Henz, Urban &
Barrionuevo, 2000; Hashimotodani et al., 2017).

In addition to the above, it is known that LTP displays different requirements of
protein translation and transcription depending on both the hippocampal subregion
investigated and the mechanism for which it was generated (Henze et al., 2000). In
this regard, extensive evidence has revealed that the induction of MF-LTP elicited by
HFS is blocked due to the protein synthesis inhibition, whereas the inhibition of the
MRNA synthesis de novo disrupts the long-phase of LTP (Huang, Li & Kandel, 1994;
Barea-Rodriguez, Rivera, Jaffe & Martinez, 2000; Calixto, Thiels, Klann &
Barrionuevo, 2003; Hagena & Manahan-Vaghan, 2013). In agreement with the above,
in the present work we showed that under the effect of anisomycin (a protein
synthesis de novo inhibitor), the delivery of HFS was unable to induced MF-LTP;
while under the effect of DRB (a reversible and specific mMRNA synthesis inhibitor),
HFS allowed the induction but not the maintenance of MF-LTP, which returned to
basal levels 2 h after the delivery. The fact that protein synthesis is required for the
induction of LTP at MF pathway is in contrast with broad evidence that indicates that

the early phase of LTP is independent-on protein synthesis and mRNA (Bliss &
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Collingridge; Malenka & Bear, 2004). However, it is well known that MF-LTP requires
of particular molecular mechanisms unlike other brain structures, even in the
hippocampus itself (Nicoll & Schmitz, 2005; Hyung-Bae & Castillo, 2008;
Hashimotodani et al., 2017). On the other hand, it has been proved that HFS triggers
the synthesis of new proteins within minutes (Lynch, Voss, Rodriguez & Bliss, 1994;
Ouyang et al., 1999) and there is an up regulation of mMRNA synthesis 30 min after
synaptic plasticity induction (Morimoto et al., 1998; French et al., 2001; Saha et al.,
2011). This would in turn explain a need for rapid protein translation and a
requirement of protein transcription for the stabilization of LTP in the MF pathway.
Furthermore, in the present work we revealed for first time that morphological
reorganization induced by HFS in the MF was prevented by the inhibition of
transcription and translation processes, unlike what happens with the administration

of BDNF in the same region.

In summary, the present study showed for the first time that the long-lasting
enhancement of synaptic transmission and structural reorganization elicited by BDNF
at the hippocampal mossy fibers, are independent on-transcription and translation
processes, suggesting that BDNF is a potent molecule capable to induce functional

and structural synaptic plasticity by itself.
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Figure captions

Fig. 1. A) Schematic representation and representative images of electrodes
placement showing the stimulated (S) and recording sites in a coronal plane. Scale
bar: 0.5mm, DG: Dentate Gyrus. B) Representative traces of the EPSP obtained at
baseline (full line) and after DCG-IV administration (dotted line). Note that DCG-IV
blocked MF responses. Scale bar: 5ms, 0.25 mV. C) Schematic representation of the
experimental procedure. HFS: high frequency stimulation, LTP: long-term

potentiation.

Fig. 2. BDNF induces LTP and synaptic reorganization at MF pathway under
transcription and translation proteins inhibition conditions. A) Plot of mossy fiber
evoked responses from groups BDNF, PBS, DRB+BDNF, DRB+PBS, ANI+BDNF and

ANI+PBS. Note that after BDNF infusion, EPSP slope values were significantly

139



elevated above baseline, despite of the previous administration of drugs DRB and
ANI, which interfere with transcription and translation process, respectively. The top
of each graph shows average of MF field potentials obtained immediately before
(dotted line, number 1), and at the end of the register (full line, number 2). Bars
indicate the infusion period, 5 min for DRB or ANI and 10 min for BDNF and PBS.
Scale bar: 5 ms and 0.25 mV. B) Coronal sections of dorsal hippocampus form intact
control (CONTROL, a and b), BDNF (c and d), PBS (e and f), DRB+BDNF (g and h),
DRB+PBS (i and j), ANI+BDNF (k and I), and ANI+PBS (m and n) groups, showing
the distribution of Timm-stained mossy fibers buttons at the stratum lucidum (SL) and
at the stratum oriens/piramidale (SOSP). Note that BDNF produces synaptic
reorganization pattern (arrows) despite of mRNA synthesis and protein de novo
inhibition; scale bar: 0.5mm. C) Densitometric analysis of BDNF effects on synaptic
reorganization of hippocampal mossy fibers. Graphic shows the relative area

(SOSP/SL) of Timm’s staining of the dorsal hippocampus for all groups. *** p<0.0001

Fig. 3. HFS-LTP and synaptic reorganization at MF pathway require of mRNA
synthesis and protein synthesis de novo. A) Plot of mossy fiber evoked responses
from groups HFS, DRB+HFS, and ANI+HFS. Note that HFS application induces and
maintains LTP that is affected or blocked under transcription or translation inhibition
conditions. The top of each graph shows average of MF field potentials obtained
immediately before (dotted line, number 1), 60 min after HFS (only for the medium
panel, number 2), and at the end of the register (full line, number 2 and number 3 only

for the medium panel). Arrows indicate HFS delivery. Bars indicate the infusion
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period, 5 min. Scale bar: 5 ms and 0.25 mV. B) Coronal sections of dorsal
hippocampus form intact control (CONTROL, a and b), HFS (c and d), DRB+HFS (e
and f), and ANI+HFS (g and h) groups, showing the distribution of Timm-stained
mossy fibers buttons at the stratum lucidum (SL) and at the stratum oriens/piramidale
(SOSP). Note that HFS produces synaptic reorganization pattern (arrows) that was
blocked in DRB+HFS and ANI+HFS groups; scale bar: 0.5mm. C) Densitometric
analysis of transcription and translation inhibition effects on synaptic reorganization of
hippocampal mossy fibers. Graphic shows the relative area (SOSP/SL) of Timm’s

staining of the dorsal hippocampus for all groups. *** p<0.0001
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Figure 2
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Figure 3
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13. ANEXO 3

El anexo 3 corresponde al articulo de investigacion derivado de una investigacion en
la que participé durante mis estudios de doctorado, en el que se reportan los
resultados correspondientes a la modulacion bidireccional de la aversion al sabor

inducida por LTP y LTD en la corteza insular.

Referencia:

Rodriguez-Duran, L. F., Martinez-Moreno, A., Escobar, M. L. (2017). Bidirectional
modulation of taste aversion extinction by insular cortex LTP and LTD. Neurobiol

Learn Mem., 142, 85-90. doi: 10.1016/j.nIm.2016.12.014.
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ABSTRACT

The history of activity of a given neuron has been proposed to bidirectionally influence its future response
to synaptic inputs. In particular, induction of synaptic plasticity expressions such as long-term potenti-
ation (LTP) and long-term depression (LTD) modifies the performance of several behavioral tasks. Our
previous studies in the insular cortex (IC), a neocortical region that has been related to acquisition and
retention of conditioned taste aversion (CTA), have demonstrated that induction of LTP in the basolateral
amygdaloid nucleus (Bla)-IC pathway before CTA training enhances the retention of this task. In addition,
we reported that CTA training triggers a persistent impairment in the ability to induce in vivo LTP in the
IC. The aim of the present study was to investigate whether LTD can be induced in the Bla-IC projection
in vivo, as well as, whether the extinction of CTA is bidirectionally modified by previous synaptic
plasticity induction in this pathway. Thus, rats received 900 train pulses (five 250 ps pulses at 250 Hz)
delivered at 1 Hz in the Bla-IC projection in order to induce LTD or 10 trains of 100 Hz/1 s with an
intertrain interval of 20 s in order to induce LTP. Seven days after surgery, rats were trained in the CTA
task including the extinction trials. Our results show that the Bla-1C pathway is able to express in vivo
LTD in an N-Methyl-D-aspartate (NMDA) receptor-dependent manner. Induction of LTD in the Bla-IC
projection previous to CTA training facilitates the extinction of this task. Conversely, LTP induction
enhances CTA retention. The present results show the bidirectional modulation of CTA extinction in

response to IC-LTP and LTD, providing evidence of the homeostatic adaptation of taste learning.

@ 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Learning and memory are associated with activity-dependent
modifications of synaptic strength guided by specific patterns of
neuronal activity (Citri & Malenka, 2008; Vitureira & Goda,
2013). The so called activity-dependent plasticity can occur as
Hebbian expressions that progressively modify network proper-
ties, as well as, homeostatic expressions that promote network sta-
bility (Turrigiano & Nelson, 2000). Hebbian plasticity as long-term
potentiation (LTP) and long-term depression (LTD) are regulated in
a homeostatic manner (Turrigiano, 2012; Vitureira & Goda, 2013).
In this regard, metaplasticity refers to the homeostatic modifica-
tion in the ability to induce synaptic plasticity, by previous activity
(Miiller-Dahlhaus & Ziemann, 2015). Early studies on metaplastic-
ity were conducted in the synaptic and cellular level, but the term
is now considered very useful to describe plasticity changes on a
more global level, including altered behavior as an outcome

* Corresponding author at: Division de Investigacion y Estudios de Posgrado,
Facultad de Psicologia, Universidad Nacional Auténoma de México, 04510 CDMX
México, Mexico.

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

http://dx.doi.org/10.1016/j.nim.2016.12.014
1074-7427|@ 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

measure (Hulme, Jones, & Abraham, 2013; Smith, Heynen, &
Bear, 2009). Behavioral metaplasticity is proposed to alter learning
and memory, considering that a priming event may determine the
nature, time course and character of the subsequent behavioral
expression (Abraham, 2008, Hulme et al, 2013; Schmidt,
Abraham, Maroun, Stork, & Richter-Levin, 2013), but the mecha-
nisms underlying this phenomenon are not well understood.
Studies in the neocortex and hippocampus have demonstrated
that sensory use, disuse and training in several learning tasks drive
bidirectional modifications of synaptic strength, i.e. LTP or LTD
(Cooke & Bear, 2010; D'Alcantara, Schiffmann, & Swillens, 2003;
Feldman, 2009; Huerta & Lisman, 1995; Nabavi et al, 2014;
Quinlan, Lebel, Brosh, & Barkai, 2004; Rioult-Pedotti, Friedman, &
Donoghue, 2000). Whereas it is widely accepted that long-term
memory storage requires LTP-like mechanisms in the hippocam-
pus and neocortex (McKernan & Shinnick-Gallagher, 1997;
Rioult-Pedotti, Friedman, Hess, & Donoghue, 1998, Rogan,
Staubli, & LeDoux, 1997; Whitlock, Heynen, Shuler, & Bear, 2006),
the role of LTD in learning and memory has been less explored
(Malleret et al., 2010). Even so, LTP and LTD in the amygdala are
produced during the formation and removal of memaory, respec-
tively (Nabavi et al., 2014), and memory loss due to brain diseases
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is associated with the enhancement of LTD or impairment of LTP
(Bliss & Cooke, 2011). These studies are consistent with the idea
that LTP and LTD are the actual synaptic processes underlying
memory at several brain areas, including neocortex.

The insular cortex (IC) is a region of the temporal neocortex
implicated in the acquisition, storage and extinction of conditioned
taste aversion (CTA) memory (Bermtdez-Rattoni, Nunez-Jaramillo,
& Balderas, 2005). CTA is a well-established learning and memory
paradigm in which an animal associates a novel taste with a noxious
stimulus (Bermtidez-Rattoni, 2004, 2014). After the establishment
of an association between the two stimuli, the conditioned response
will decrease if the taste is presented in the absence of the noxious
stimulus and this phenomenon is called extinction (Bermiidez-
Rattoni, 2004). A previous study from our group showed that baso-
lateral amygdaloid nucleus (Bla) stimulation induces LTP in the IC
(Escobar, Chao, & Bermiidez-Rattoni, 1998). Moreover, in recent
studies we showed that CTA training modifies the ability to induce
subsequent Bla-IC LTP generated either by brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF; Rivera-Olvera, Rodriguez-Durin, &
Escobar, 2016) or by high frequency stimulation (HFS) in a protein
synthesis and protein kinase C activation-dependent manner
(Rodriguez-Duran, Castillo, Moguel-Gonzalez, Escobar, 2011;
Rodriguez-Duran & Escobar, 2014). We also demonstrated that
LTP in the Bla-IC projection previous to CTA training increases the
memory retention of this task (Escobar & Bermudez-Rattoni,
2000), showing that the extinction process is altered after an
increase in synaptic efficacy of the mentioned pathway. However,
it remains unknown if it is possible to induce LTD in the Bla-IC pro-
jection and if this decrease in synaptic efficacy could modulate CTA
extinction. In the present study we explored whether in vivo LTD
can be induced in the Bla-IC projection and if LTP and LTD on this
pathway differentially affects CTA training and extinction.

2. Methods
2.1. Animals

Forty male Wistar rats, weighing 360-390 g, were prepared for
the present study. All rats were caged individually and kept on a
12:12 light-dark cycle at 22 °C with food and water available ad li-
bitum unless noted otherwise. Experiments were performed in
accordance with the Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00O-
1999) and the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals with the approval of the local animal care committee.

22.CIA

Animals were placed on a water deprivation schedule, allowing
access to water twice a day from a graduated cylinder, during
10 min trials for 3 days. On the conditioning day saccharin solution
0.1% (Sigma, St. Louis, MO) was available instead of water, and
10 min later, rats were injected with LiCl (0.15 M; 7.5 ml/kg). To
test the aversion 0.1% saccharin solution was presented again after
three more days of baseline consumption. The reduction of saccha-
rin consumption was used as a measure of the strength of aversion.
The extinction phase consisted of nine trials (one every other day
over the course of 18 days).

2.3. In vivo electrophysiological recordings

Rats were anesthetized with pentobarbital (50 mg/kg i.p.), and
given supplemental injections (10 mg/kg) at 1-h intervals. Body
temperature was maintained at 35°C with a heating pad.
Responses were recorded by using a monopolar microinfusion
electrode placed in the IC at the stereotaxic coordinates: AP+

1.2 mm, ML 5.5 mm, DV 5.5 mm 0.2 (Paxinos & Watson, 2013).
Constant current stimulation (300-600 pA monophasic pulses,
0.25 ms duration) was provided via direct and unilateral stimula-
tion of the Bla by using a stainless steel bipolar electrode (0.005-
in. diameter) at the stereotaxic coordinates: AP 2.8 mm, ML
5.0 mm, DV 8.5 mm + 0.2 (Paxinos et al., 2013) (Fig. 1A). Animals
with unclear electrode placement were discarded. Microinfusion
electrodes consisted of 33-gauge stainless steel epoxylite-covered
cannulae coupled to polyethylene tubing through a 26-gauge
stainless steel ring, connected to a Teflon coated stainless steel
wire (0.005-in. diameter). Polyethylene tubing was attached to a
10-pul Hamilton syringe (Reno, NV, USA) that was driven by a
microinfusion pump (Cole Parmer Co., Vernon Hills, IL, USA).
Evoked responses from IC were measured by obtaining the field
excitatory postsynaptic potential (EPSP) slope. During the 20 min
baseline period responses were evoked at 0.05 Hz. LTP was induced
by delivering 10 trains of 100 Hz/1 s with an intertrain interval of
20s. After train delivery, IC evoked responses were collected for
two hours. LTD was induced by 900 stimulus trains (five 250 ps
pulses at 250 Hz) delivered at 1 Hz. LTP or LTD were calculated
as a percentage of change with respect to the mean slope of field
potentials before conditioning stimulation.

2.4. Experimental design

In order to characterize LTD induction in the IC, animals were
divided into the following groups: (1) LTD group (n =7), which
underwent surgery, had electrodes implanted and received 900
stimulus trains (five 250 ps pulses at 250 Hz) delivered at 1 Hz in
order to induce LTD; (2) LTD + CPP group (n =6), that received
the same treatment as the LTD group and the competitive NMDA
receptor — antagonist  3-(2-carboxypiperazin-4-yl)  propyl-1-
phosphonic acid (CPP; 0.05 pg/0.5 nul per hemisphere; 0.1 plfmin;
Tocris, Ellisville, MO, USA; Rodriguez-Durdn & Escobar, 2014),
20 min before the LTD stimulation protocol; (3) LTD + VEH group
(n=5), which received the same treatment as the LTD group and
PBS as vehicle (0.5 pl per hemisphere; 0.1 pl/min) 20 min before
the LTD stimulation protocol.

To examine the effect of bidirectional synaptic plasticity on the
extinction of CTA, animals were divided into the following groups:
(1) LTD + CTA group (n = 7), which underwent electrode implanta-
tion and received 900 stimulus trains (five 250 ps pulses at 250 Hz)
delivered at 1Hz in order to induce LTD; (2) LTP +CTA group
(n=7), which underwent electrode implantation and received high
frequency stimulation (10 trains/100 Hz, 20 s intertrain; Escobar
et al., 1998; Rodriguez-Duran et al., 2011) in order to induce LTP;
(3) SHAM + CTA group (n = 8), which underwent electrode implan-
tation and received just the basal stimulation (0.05 Hz) during the
entire recording (Fig. 2A). Seven days after surgery animals from all
groups were trained in the CTA task.

3. Results

3.1. Induction of LTD in the Bla-IC projection is NMDA receptor-
dependent

Histological examinations revealed that stimulating and record-
ing electrodes were correctly located in the Bla and IC respectively
for all groups (Fig. 1A). Animals with unclear electrode placement
were discarded.

The IC field EPSP consisted of 0.34+0.04 mV (mean  S.E.M.)
potentials elicited with 60-90 pIA current intensities and displayed
an onset at 2-3 ms and a peak at approximately 7-9 ms, with an
average slope of 0.098 + 0.002. (mean + S.E.M.), in agreement with
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Fig. 1. LTD-induction of the Bla-IC pathway in vivo. (A) Schematic representation and representative images of electrode placement showing the stimulated (S) and recorded
(I/R) sites in a coronal plane. Scale bar: 1 mm. (B) Plot of insular cortex evoked responses from LTD (upper panel), LTD + CPP and LTD + VEH (lower panel) groups, showing that

IC-LTD is NMDA receptor-dependent. The top of each graph shows average of IC field

potentials obtained immediately before and 110 min after the conditioned stimulation.

The inner numbers show the average EPSPs slope (percent of baseline) from the last 20 m of record (i.e. from minute 140-160). Bar indicates the infusion period (5 min). Bla:

basolateral amygdaloid nucleus; IC: insular cortex. Scale bar: 5ms, 0.2 mV.

previous studies (Rivera-Olvera et al., 2016; Rodriguez-Duran
et al., 2011).

Delivery of 900 stimulus trains (five 250 ps pulses at 250 Hz) at
1 Hz in the Bla, successfully induced LTD in the IC. The IC field
EPSPs showed a decrease (amplitude 0.23 +0.07; slope 0.066 +
0.009) (mean +S.E.M.), immediately after and during a period of
at least 2 h after conditioning stimulation (Fig. 1B, upper panel).

As shown in Fig. 1B (lower panel), in vivo LTD was blocked by
administration of the NMDA receptor antagonist CPP, compared
with vehicle and LTD groups. Repeated-measures ANOVA analysis
for after-tetanus slope EPSPs revealed significant group differences
(F2,15=14.09; p <0.01), suggesting that IC-LTD induction is depen-
dent on NMDA receptors. Post-hoc analysis with Fisher's test
showed significant differences between the LTD + CPP group and
the other two groups (p <0.01).

3.2. Bidirectional modulation of taste aversion extinction by LTD and
LTP

The present results show that the Bla-IC projection exhibits
in vivo bidirectional synaptic plasticity (Fig.2B). Repeated-
measures ANOVA analysis for after-tetanus slope EPSPs revealed
significant group differences (Fy;9=12.48; p<0.01) for the

LTP + CTA, LTD + CTA and SHAM + CTA groups. Post-hoc analysis
with Fisher’s test showed significant differences among the three
groups (p <0.01).

No significant differences among groups were found either in
the baseline water intake or during the CTA acquisition session.
As shown in Fig. 2C, LTD induction in the IC seven days before
CTA training facilitated extinction, whereas LTP enhanced CTA
retention. Two-way ANOVA with repeated measures on the CTA
extinction sessions revealed significant differences among groups
(F219=9.51, p <0.001). Post-hoc analysis with Fisher’s test showed
specific differences during the second, third and fourth extinction
trials between the LTD + CTA and SHAM + CTA groups (p < 0.05),
while the LTP + CTA group presented differences with respect to
SHAM + CTA group from the second to the eighth extinction session
(p < 0.05). On the first extinction trial, no differences among groups
were found, indicating that they all showed a maximum aversion
and therefore a plateau effect. These results reveal that LTP and
LTD in the IC modulate bidirectionally the extinction processes.

4. Discussion

Synapse strength may exhibit bidirectional modifications, i.e.
either LTP or LTD, which are activity-dependent forms of synaptic
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plasticity thought to underlie memory formation (D’Alcantara
et al.,, 2003; Stragier et al., 2015). However, the specific role of bidi-
rectional plasticity to modulate memory is not well understood.
The results of the present study show that LTP and LTD induction
in the Bla-IC projection bidirectionally modulate the extinction of
conditioned taste aversion.

In a previous study we showed that Bla stimulation induces LTP
in the IC (Escobar et al., 1998). In addition, recent studies from our
group demonstrate that CTA training modifies the ability to induce
subsequent Bla-IC-LTP generated by either brain-derived neu-
rotrophin factor administration or high frequency stimulation, in
a protein synthesis, as well as, protein kinase C activation depen-
dent manner (Rivera-Olvera et al., 2016; Rodriguez-Duran &
Escobar, 2014). Interestingly, induction of LTP in the Bla-IC projec-

tion prior to training in the CTA task increased CTA-memory reten-
tion (Escobar & Bermidez-Rattoni, 2000). The results of the
present study show that Bla-IC pathway is able to express in vivo
LTD in a NMDA receptor-dependent manner. Our results show that
900 stimulus trains (five 250 ps pulses at 250 Hz) delivered at 1 Hz
(Takita, lzaki, Jay, Kaneko, & Suzuki, 1999) were necessary to
induce in vivo LTD in the Bla-IC projection. NMDA receptor has
long been considered to be closely linked with long-term synaptic
plasticity, because of its properties of high Ca?* permeability and
voltage-dependent activity (Bliss & Collingridge, 1993; Huang,
Yang, Huang, Sun, & Sun, 2016). As reviewed by He et al., LTD is
induced by transient Ca?* and requires the activation of NMDA
receptors, which initiates a Ca®* influx to trigger a postsynaptic
cascade that decreases synaptic efficacy (He, Kulasiri, &
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