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“EFECTOS DEL FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO DEL CEREBRO
SOBRE _EL CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES”

Los mecanismos celulares que subyacen al almacenamiento de informacion en el
sistema nervioso no han sido del todo esclarecidos, sin embargo se ha observado la
participacion de algunas moléculas. Una de estas moléculas es el BDNF (factor
neurotréfico derivado del cerebro. Estudios recientes muestran la participacion del BDNF
en los cambios plasticos a largo plazo en el sistema nervioso central adulto relacionados
con el aprendizaje y la memoria. La Potenciacion a Largo Plazo (LTP, por sus siglas en
inglés), es un modelo celular relacionado con los cambios que subyacen al aprendizaje y la
memoria, traducido al incremento prolongado de la eficacia sinaptica, debido a la
estimulacion repetitiva de las aferencias a un area determinada del Sistema Nervioso
Central, descrito inicialmente por Bliss y Lomo en 1973. Investigaciones recientes han
demostrado que el BDNF juega un papel importante para la induccién y mantenimiento de
la LTP. La LTP ha sido subsecuentemente observada en diversas regiones cerebrales
entre las que se encuentra la neocorteza, tal es el caso de la corteza insular (Cl). La
corteza insular es un area involucrada en la adquisicion y almacenamiento de tareas
aversivas como el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS). La corteza insular tiene
importantes conexiones con el nlcleo amigdalino basolateral (Bla), lo que influye en su
relacion con el aprendizaje de tareas aversivas. Recientes investigaciones demuestran que
la induccion de LTP en la proyeccién (Bla-Cl) previa al entrenamiento del CAS, aumenta la
retencion de esta tarea, asi como que el BDNF es capaz de inducir por si solo un
fenémeno similar a la LTP en la corteza insular, en ausencia de estimulacién de alta
frecuencia (Escobar et al., 2000; Escobar et al., 2003). El objetivo del presente estudio fue
observar los efectos que tiene el BDNF infundido en la Cl sobre el condicionamiento
aversivo a los sabores. Para la presente investigacion se utilizaron ratas de la cepa Wistar
con un peso corporal de 350-380g a las que se microinfundié6 BDNF o las correspondientes
sustancias control. La division experimental de los sujetos fue la siguiente: grupo PBS al
que se administr6 amortiguador de fosfatos como vehiculo, grupo BDNF al que se
administré la neurotrofina; grupo CYT-C al que se administré citocromo-C, como control
protéico; grupo (BDNF+K252a), al que se administrd6 una combinacién de BDNF con un
antagonista de los receptores Trk, y grupo control CON, que permanecié intacto sin la
administracién de ningin farmaco y sin implantacién de canulas. Los resultados del
experimento mostraron que la microinfusion intracortical aguda de BDNF (en
concentraciones capaces de inducir LTP en ausencia de estimulacion tetanica) en la
corteza insular de ratas adultas, incrementa significativamente la retencion del
condicionamiento aversivo a los sabores. Estos resultados sugieren la participacion del
BDNF en los mecanismos que subyacen al aprendizaje y la memoria en la corteza insular.
El grupo infundido con BDNF presenta diferencias significativas en los procesos de
almacenamiento mas que sobre los de adquisicion efectuados por la corteza insular. La
convergencia entre los patrones de senalizacion activados por BDNF/TrkB y por la
estimulacion capaz de inducir LTP, coadyuva a la comprension de los mecanismos
celulares que subyacen a los cambios en la eficiencia sinaptica implicados en los procesos
de aprendizaje y memoria.
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1. INTRODUCCION

En 1894 Ramén y Cajal propuso que la memoria podria almacenarse a través de
cambios anatémicos producidos por la modificacion de la fortaleza en la transmision
sinaptica; mas tarde en 1949 Donald Hebb propuso que las conexiones sinapticas
pueden fortalecerse cuando las neuronas presinapticas y postsinapticas son
activadas simultaneamente (citado por Kandel, 2001). Derivada de la convergencia
entre la psicologia cognitiva y la neurobiologia surge la neurociencia cognitiva que
entre sus multiples objetivos se encuentra el dilucidar los mecanismos que subyacen
al procesamiento y almacenamiento de informacion en el sistema nervioso.
Actualmente sabemos que el almacenamiento de la memoria en el cerebro de los
mamiferos puede disociarse en: memoria de corto plazo y memoria de largo plazo
(Polster et al., 1991; Bailey y Kandel, 1993; Kandel, 2001), una de las diferencias
fundamentales a nivel celular es que la memoria de corto plazo requiere solo de
modificaciones covalentes, mientras |la memoria de largo plazo requiere de sintesis
de proteinas y de nuevo ARN m (Bailey y Kandel, 1993; Tully et al., 1994). La
adquisicion de la memoria involucra cambios a corto plazo de las propiedades
eléctricas mientras que la memoria a largo plazo involucra alteracion estructural de la
sinapsis (Burns y Augustine, 1995; Edwards, 1995; Yamada et al., 2002). El BDNF
es una proteina involucrada en el crecimiento, mantenimiento y sobrevivencia de
poblaciones neuronales durante el desarrollo. Estudios recientes muestran la
participacion de esta proteina en los cambios plasticos a largo plazo en el sistema
nervioso central adulto (SNC) relacionados con el aprendizaje y la memoria
(McAllister et al., 1999; Tyler et al., 2002; Yamada et al, 2002). Un modelo celular
ampliamente relacionado con los procesos que subyacen a la retencion de
informacién por tiempos prolongados es la potenciacion a largo plazo. La LTP fue
descrita inicialmente por Bliss y Lomo en 1973 en las células granulares del giro
dentado hipocampal. Investigaciones recientes han demostrado que el BDNF juega
un papel importante para la inducciéon y mantenimiento de la LTP (Korte et al., 1995;
Kang y Schuman, 1995; Levine et al., 1995; Patterson et al., 1996). La LTP ha sido
subsecuentemente observada en diversas regiones cerebrales entre las que se
encuentra la neocorteza (Komatsu et al., 1981, 1988; Artola y Singer, 1990; Hirsch y



Crepel, 1990; Lee et al., 1991), tal es el caso de la corteza insular (Escobar et al.,
1998). La corteza insular es un area involucrada en la adquisicion y almacenamiento
de tareas aversivas como el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS), un
paradigma ampliamente utilizado por sus implicaciones de sobrevivencia y
adaptacion en las especies. La corteza insular tiene importantes conexiones con la
amigdala, especificamente con el nicleo basolateral lo que influye en su relaciéon con
el aprendizaje de tareas aversivas. Recientemente se ha demostrado que la
induccion de LTP en la proyeccion amigdala basolateral, corteza insular (Bla-Cl)
previa al entrenamiento del CAS, incrementa significativamente la retencion de esta
tarea, (Escobar et al., 2000). Un estudio reciente demostré que la microinfusiéon de
BDNF en la CI induce un fenédmeno similar a la LTP, en ausencia de estimulacién
eléctrica de alta frecuencia (Escobar et al., 2003). Por lo anterior el objetivo del
presente estudio fue estudiar los efectos que tiene el BDNF infundido en la Cl sobre

el condicionamiento aversivo a los sabores.
2. ANTECEDENTES

El aprendizaje y la memoria son dos procesos que implican la adaptacion de
los circuitos cerebrales al ambiente. Esto permite que podamos responder a las

diferentes situaciones que experimentamos.

A lo largo de los anos, muchos investigadores se han preocupado por conocer
el substrato neurobioldgico del aprendizaje y la memoria. Estas investigaciones se
han realizado en dos grandes ramas. Una de estas, es la de los cientificos que se
encargan de estudiar qué partes del cerebro se ven involucradas en los procesos de
aprendizaje y memoria. La otra se ha encargado de encontrar como se almacena la

informacion.

Uno de los objetivos de la neurociencia cognitiva es tratar de explicar los
mecanismos celulares que subyacen a la formacion de la memoria y el aprendizaje.
Algunas moléculas fuertemente involucradas en tales mecanismos son las

neurotrofinas.



2.1. Los factores neurotroficos y el sistema nervioso central
2.1.1. Aspectos generales de las neurotrofinas

La diversidad celular en el sistema nervioso se origina a partir de la accién
concertada de los procesos de proliferacion celular, diferenciaciéon, crecimiento,
migracion, sobrevivencia y formacion de las sinapsis. Entre los mensajeros
involucrados en la comunicacién neuronal, que da origen a estos procesos, se
encuentran ciertas moléculas denominadas factores troficos o factores neurotréficos
(FNT), que son proteinas que controlan la sobrevivencia, el crecimiento y las
capacidades funcionales de poblaciones especificas de neuronas (Escobar, 1994).
El estudio de los FNT ha llevado a la postulacién de la hipétesis neurotrofica del

sistema nervioso central, que senala lo siguiente (Varén, 1985):

1) Las neuronas del SNC adulto dependen de sus FNT para su mantenimiento,
funcién y reparacion.

2) Los FNT enddégenos son liberados por sus territorios de inervacion (parejas post-
sinapticas y glia).

3) Deficiencias en los FNT endégenos originan trastornos neuronales: disfuncion,
hipotrofia y degeneracion.

4) La administracion exégena de FNT previene y/o corrige los dafios o trastornos
producidos por lesiones cronicas o agudas.

5) Los FNT pueden ayudar al tratamiento de algunas patologias neurodegenerativas

humanas.

Los factores neurotréficos pueden agruparse convenientemente en familias,
tomando en consideracion dos criterios: a ) las poblaciones celulares sobre las que
actuan, es decir considerando sus células blanco y b) por su estructura, puesto que
algunos factores neurotréficos presentan obvias similitudes estructurales en sus
secuencias aminoacidicas (Escobar,1994). La familia de las neurotrofinas esta
constituida por los siguientes miembros: factor de crecimiento neuronal (NGF), factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3) y neurotrofina 4/5
(NT-4/5) [Fig. 1].
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Figura 1. Estructuras hipotéticas de los receptores de alta afinidad de las neurotrofinas. Se ha

propuesto que sus complejos de alta afinidad se forman tras la adicién de una segunda subunidad
(Escobar, 1994).

Las neurotrofinas efectuan sus acciones mediante dos clases de receptores,
los de alta afinidad, como la tirosina cinasa (receptores Trk) y los receptores de baja
afinidad como los p75 (Bothwell, 1991; Chao, 1992; Meakin y Shooter, 1992;
Barbacid, 1994; Dechant et al., 1994; Lindsay et al., 1994; Ip y Yancopolus, 1996;
Segal y Greenberg, 1996) [Fig. 2].
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Figura 2. Esquema de la familia de receptores y el receptor P75 que es capaz de unirse a todas las
neurotrofinas (Modificado de Escobar, 1994).




Se piensa que las neurotrofinas son transferidas de la célula presinaptica a la
postsinaptica (Collin et al., 2001), sin embargo, evidencias recientes muestran como
las neurotrofinas pueden ser igualmente transferidas de manera retrograda, como los
neurotransmisores (Kohara et al., 2001). Las neurotrofinas son transportadas en
granulos secretores, su secrecion en el SNC tiene lugar fundamentalmente en forma
regulada por actividad sinaptica. Actualmente no existe evidencia clara de una
liberacion verdaderamente constitutiva de las neurotrofinas bajo condiciones
fisiologicas (Poo, 2001).

El descubrimiento de que el proto-oncogen TrkA codifica para el receptor de
NGF, coadyuvé a la identificacion de las neurotrofinas, como ligandos para la
denominada familia de receptores Trk, los cuales poseen actividad de tirosinas
cinasas. Algunos genes estrechamente relacionados con el TrkA tales como TrkB y
TrkC, codifican proteinas que actian como receptores para BDNF, NT-3 y NT- 4/5
respectivamente (Ip et al., 1992).

2.1.2. El Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)

El BDNF es una molécula neurotréfica, cuyo peso molecular es de 27 KDa
que fue originalmente aislada del cerebro de cerdo. Actualmente sabemos que forma
parte del SNC de los mamiferos en particular en el hipocampo y la neocorteza.
Recientes investigaciones muestran la presencia de BDNF y sus receptores TrkB en
densidades postsinapticas de la corteza cerebral en ratas adultas (Aoki et al., 2000).
Después de haber aislado al BDNF se compard su secuencia y se encontré que era
parcialmente homdloga a la del NGF. A la fecha se ha secuenciado el BDNF de
distintas especies, encontrando una conservacion evolutiva incluso mucho mayor a
la del NGF (Boulton et al., 1993).

Una propiedad fundamental de los “blancos” (targets) del BDNF es que se
ubican o proyectan hacia alguna area especifica del SNC. A pesar de que el factor
neurotréfico NGF presenta amplia difusion en el sistema nervioso central, los
reportes indican que hay entre 20 y 50 veces mas la presencia del BDNF que NGF

en el sistema nervioso central de la rata (Escobar, 1994).



La regulacién de los niveles de BDNF depende de la actividad neuronal,
principalmente en el hipocampo y la neocorteza y algunas otras partes del SNC, asi
como algunas partes del tejido periférico (aunque en menor cantidad como el
corazén, rindn y timo) (Boulton, 1993). Un estudio en el que se utilizé hibridacion in
situ (utilizada para observar la presencia de ARN mensajero de una molécula en
determinado lugar) revel6 la distribucién del BDNF en el hipocampo. Segun este
estudio se ha encontrado la presencia del BDNF en el estrato piramidal de las
regiones CA2 y CA3, con una menor concentracion en el area CA1 hipocampal.
También se encuentra una alta intensidad de BDNF en la regién del hilus en el giro
dentado, asi como en las ceélulas granulares en esta misma area (en menor
concentracion pero con mayor difusion) (Boulton, 1993).

Como se mencioné anteriormente, el BDNF interactta con un receptor de alta
afinidad llamado TrkB. La cadena de sefalizacion que activa esta interaccion incluye,
la mayoria de las veces una cascada de proteinas cinasas, las cuales se
caracterizan por transferir un grupo fosfato a sus sustratos, fosforilando a otras
cinasas que translocan el nucleo y esto trae consigo modificaciones en el proceso
celular (Finkbeiner et al., 1997; Patapoutian y Reichardt, 2001; Minichiello et al.,
2002; Ying et al., 2002) [Fig. 3].
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Figura 3. Cascada molecular originada por la unién del BDNF a su receptor TrkB (Yamada, 2002).




2.2. Potenciacion a Largo Plazo
2.1.1. Caracteristicas de la LTP

Las investigaciones que tienen por objeto encontrar el como es que se
almacena informacioén en el SNC, han encontrado que el aprendizaje y la memoria
involucran una serie de alteraciones sinapticas que estan profusamente distribuidas
en el cerebro (Bear et al.,, 2001). 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, 1997). Es por esto
que es posible considerar ciertos eventos de neuromodulacion (habilidad que
presentan las neuronas para alterar sus repuestas eléctricas como consecuencia de
cambios bioquimicos intracelulares), resultantes de estimulacion sinaptica u
hormonal, como la base de procesos de plasticidad en el sistema nervioso, tales
como el aprendizaje y la memoria. Para entender los procesos de aprendizaje y
memoria es necesario recordar que el cerebro se estructura a través de redes
neuronales, cuyas neuronas se comunican mediante sinapsis. Se considera a la
sinapsis, como el lugar en el que se efectian las modificaciones que conducen al
almacenamiento de informacion de aquellas neuronas involucradas en ciertos tipos
de aprendizaje. Donald Hebb (1949) postulé que cuando “el axén de una célula A
esta suficientemente cerca para excitar a una célula B y repetida o persistentemente
toma parte en su activacion, algin cambio de proceso de crecimiento o cambio
metabdlico tiene lugar en alguna de las dos células, de modo que la eficacia en A
para activar a B incrementa”; actualmente conocemos un modelo que puede explicar
estas modificaciones plasticas del sistema nervioso. En 1973 Bliss y Lomo
encontraron que trenes breves de alta frecuencia aplicados a las aferentes
excitatorias del hipocampo de los conejos, causaban un incremento en la fortaleza
de la transmision sindptica que podia durar dias e incluso semanas en animales
intactos, a lo que se llamé potenciacién a largo plazo. Uno de los fendmenos que
representa a la plasticidad sinaptica es el hallazgo de la potenciacion a largo plazo
(que se define como el incremento prolongado de la eficiencia sinaptica, debido a la



estimulacion repetitiva de las fibras aferentes a un area determinada del SNC),
constituyé un gran avance en la explicacion de los mecanismos involucrados en el
almacenamiento de informacion en el SNC (Bliss y Lomo, 1973), pues se considera

que el postulado de Hebb, se ve representado por este fenémeno.

Desde su descubrimiento, la LTP de la transmision sinaptica excitatoria del
hipocampo, se ha convertido en uno de los modelos experimentales primarios para
examinar los mecanismos del almacenamiento de la informacién. 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 o
inclusive molecular, subyace a la plasticidad sinaptica relacionada con la memoria.
Estas caracteristicas son: la especificidad, la cooperatividad y la asociatividad (Bailey
et al., 2000). La especificidad se refiere a, que solamente aquellas fibras que fueron
activadas por el estimulo de alta frecuencia van a presentar modificaciones en la
respuesta sinaptica. La cooperatividad se manifiesta por un fuerte requerimiento en
la activacién simultanea de las fibras presinapticas, de tal forma que se logre el
estimulo necesario para activar la LTP. Finalmente, la asociatividad que se observa
cuando la activacién de una via sinaptica fuerte es capaz de facilitar en una sinapsis
débil en la misma célula (Malenka y Nicoll, 1993).

Para Hebb, la memoria debia ser almacenada a través de la formaciéon de
conexiones asociativas entre las neuronas involucradas, sin embargo se han
observado eventos de la LTP descritos como no asociativos. La LTP que requiere
una activacion coincidente de los elementos pre y postsinapticos se llama LTP
hebbiana, mientras que aquella que no requiere la activacion de dichos elementos es
referida como no-hebbiana (Urban y Barrionuevo, 1996). En el hipocampo se ha
logrado inducir LTP en varias vias como son la perforante (Bliss y Lomo, 1973;
Doyere et al., 1997; Roberts et al., 1997), las colaterales de Schaffer (Debanne et al.,
1996; Wang y Steltzer, 1996; Abraham y Hugett, 1997) y las fibras musgosas
(Derrick et al., 1991; Nicoll y Malenka, 1995; Escobar et al., 1997). Asimismo, ha
logrado inducirse LTP en varias regiones de la corteza (Artola y Singer, 1990;
Tsumoto, 1992: Bear y Kirkwood, 1993; Escobar et al., 1998). La relacion de este



fendbmeno con el procesamiento de informacién ha sido profusamente estudiada en
el hipocampo y en otras regiones del SNC. Algunos de los puntos que hacen pensar
a los investigadores que la LTP y los procesos de aprendizaje y memoria son
similares son: que la LTP puede operar en las redes de neuronas que se han visto
involucradas con procesos de aprendizaje y memoria (hipocampo, amigdala,
neocorteza, etc.), dura un lapso prolongado y funciona de manera similar al
postulado de Hebb (Martinez y Derrick, 1996). Un ejemplo al respecto de la relacion
entre LTP, el aprendizaje y memoria es el estudio de Morris (1989), en donde la
interrupcion de la transmision sinaptica dependiente de los receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato) en ratas, los cuales se han visto involucrado ampliamente en
procesos de aprendizaje y memoria, provoca el bloqueo tanto del aprendizaje en la
tarea espacial del laberinto de agua como en la induccion de LTP hipocampal.
Evidencias similares se han encontrado con ratones transgénicos que sobrexpresan
una subunidad de los receptores NMDA, logrando un incremento en tareas de
aprendizaje y facilitacion de la LTP (Tang et al., 1999). El bloqueo de la actividad de
otras proteinas necesarias para la LTP tales como las proteinas cinasas PKA
(proteina cinasa dependiente de AMP ciclico), PKC (proteina cinasa C), CaMK-I|
(Calcio calmodulina cinasa-1l) también implicadas en el establecimiento o
mantenimiento de la potenciacion a largo plazo, interfieren en mayor o menor grado
con la solucidon de tareas espaciales (Malenka, 1994; Mayford et al., 1996). Por otra
parte, al igual que el mantenimiento de la LTP por periodos prolongado, la
consolidacién de la informacién es dependiente de la transcripcion de proteinas
(Davis y Squire, 1984; Matthies, 1989) tanto en invertebrados (Montarolo et al., 1986;
Tully, 1991) como en mamiferos (Davis y Squire, 1984; Abel et al., 1997). Algunos
estudios sugieren que tanto el almacenamiento de informaciéon como la LTP utilizan
vias de transduccion similares para la regularizacion de la expresion genética. Se ha
encontrado que la actividad de la cinasa PKA es necesaria para la consolidacion de
informacion (Huang et al., 1994; Abel et al.,, 1997). Asimismo, se requiere de la
activacion de la expresion de genes dependientes del factor de transcripcion CREB
(proteina responsiva a la unién del AMPc), para la consolidaciéon de la memoria en
especies como la Aplysia californica (Dash et al., 1990), Drosophila melanogaster



(Yin et al., 1994) y en mamiferos (Kogan et al., 1997). A pesar de que todavia existen
dudas acerca de la relacion de la LTP y los procesos de aprendizaje y memoria, ha
sido un modelo util para estudiar los mecanismos moleculares que conforman a la
plasticidad sinaptica (Martin y Morris, 2002). La evidencia hasta el momento mas
soélida a favor de una relacion entre el aprendizaje y la LTP, proviene de dos estudios
realizados por dos grupos independientes, no en el area del hipocampo sino en la
amigdala (McKernan y Shinnick-Gallagher, 1997; Rogan et al. 1997). Los resultados
de estos trabajos sugieren que el condicionamiento al miedo, causa incrementos de
largo plazo en la eficiencia sinaptica en la via que transmite informacién auditiva del
nucleo geniculado medial del talamo, a la amigdala lateral. Rogan et al. (1997)
demostraron in vivo que el condicionamiento al miedo produce incrementos en la
pendiente y la amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE’s) en la
amigdala lateral de ratas adultas, similares a los vistos después de inducir LTP in
vivo. Por otra parte McKernan y Shinnick-Gallagher (1997) demostraron que el
entrenamiento en el condicionamiento al miedo produce una facilitacién presinaptica
de la amigdala lateral en preparaciones in vitro, 24 hr después del entrenamiento en
ratas adultas de dicha tarea. Trabajos anteriores habian mostrado el papel de la
amigdala en el condicionamiento al miedo, y la LTP se habia propuesto como
candidato a ser el mecanismo celular de este aprendizaje (Maren, 1996). Esta serie
de estudios sugieren que las vias de sanalizacién molecular requeridas para la
memoria de largo plazo del condicionamiento al miedo en la amigdala lateral son las
mismas que se requieren durante la induccién y mantenimiento de la LTP en esta
tarea (Rogan et al., 1997; Faselow y LeDoux, 1999; Blair et al., 2001; Huang et al.
2000).

2.2.2. Mecanismos moleculares de la LTP

Los mecanismos moleculares que subyacen al establecimiento vy
mantenimiento de la LTP han sido ampliamente estudiados en las vias
hipocampales, particularmente en la via colateral de Schaffer en la regién de CA1.
En la actualidad se conoce que mecanismos similares tienen lugar en regiones
neocorticales. Las vias excitatorias en el hipocampo, como en muchas otras zonas
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del sistema nervioso, utilizan glutamato como neurotransmisor (Kennedy y Marder,
1992). Experimentos realizados utilizando antagonistas de los receptores NMDA,
como el AP5, que impiden su activacion evitan la induccién de LTP (Collingridge et
al., 1983; Harris et al., 1984). Estos receptores se encuentran generalmente
inactivos. Durante la actividad normal de las conexiones sinapticas, las terminales
presinapticas liberan glutamato en el espacio extracelular y este neurotransmisor
activa a los receptores AMPA/kainato de la célula postsinaptica, dando lugar a la
entrada de sodio al interior de la célula. Los receptores NMDA, también responden a
glutamato, pero se encuentran bloqueados por iones de magnesio, lo que impide el
flujo i6nico a través de ellos. Para eliminar este bloqueo, es necesaria la
depolarizacion de la membrana, lo que ocurre por la entrada de cationes a través de
otros canales como el tipo AMPA (Kandel y Hawkins, 1992). Esto otorga a los
receptores NMDA la propiedad de funcionar como detectores asociativos, ya que se
activan so6lo cuando coinciden, la actividad de la célula presinaptica y la
depolarizacion de la membrana en la célula postsinaptica (Bliss y Collindridge, 1993;
Malenka, 1994). Los receptores NMDA tienen ademas la caracteristica de que al ser
activados permiten, no solamente la entrada de iones de sodio al interior de la célula
sino que también son permeables al calcio (MacDermot et al., 1986; Jahr y Stevens,
1987; Ascher y Nowak, 1988). Es la entrada de calcio, a través de estos canales y
probablemente a través de los canales dependientes de voltaje, lo que hace posible
la presencia de la LTP, al provocar cambios en el interior de la célula. La entrada de
calcio a la célula postsinaptica, a través de los receptores NMDA, activa a la proteina
citosolica llamada calmodulina, que funciona como una sefial al activar distintas vias
de traduccién al interior de la célula, haciendo posible el mantenimiento del
incremento en la eficiencia sinaptica por periodos de tiempo prolongados (Kennedy y
Marder, 1992). En 1989 Robert Malenka y su grupo, demostraron la importancia de
las proteinas cinasas (se caracterizan por transferir un grupo fosfato a sus
substratros) en la potenciacién a largo plazo. Encontraron que la LTP se bloquea con
la administracion de inhibidores de la actividad de las proteinas cinasas. Ademas, de
que el mismo bloqueo se obtiene con el uso de inhibidores especificos de las

proteinas cinasas dependientes de calcio (trifluoperacina y calmidazolium) (Malenka



et al., 1989). Kennedy y su grupo demostraron el papel central que juega la proteina
CaMK-II (Calcio- calmodulina-cinasa-ll), mediante la introduccion de antagonistas de
esta proteina. Sin embargo, el papel explicito que juega CaMK-Il en el incremento de
la eficiencia sinaptica fue descrito en 1997 por Barria y su grupo, al demostrar que su
activacion se correlaciona con un aumento en los niveles de fosforilacion de los
receptores AMPA. Con este trabajo fue posible plantear por primera vez, un modelo
de los cambios a nivel molecular que tienen lugar durante la induccion de la LTP que

permite su mantenimiento, al menos en el mediano plazo.

Se ha demostrado que el mantenimiento de la LTP por periodos prolongados
(mayores de una hora) es dependiente de la trascripcion de proteinas (Nguyen et al.,
1994). Si se bloquea la transcripcion de ARN mensajero o la traduccion a proteinas,
el efecto de la potenciacion decae después de una hora. Sin embargo si el bloqueo
se realiza después de la induccion a la potenciacion, este se mantiene durante la
totalidad del registro, sugiriendo que la produccién de proteinas, para mantener el

aumento de la fortaleza sinaptica, ocurre en una determinada ventana de tiempo.

En los ultimos afnos se ha determinado que la entrada de calcio, por
intermediacion de la proteina calmodulina, causa entre otras cosas, la activacion de
la glicoproteina adenilato ciclasa; esta proteina produce AMP ciclico a partir de
moléculas de ATP (Kennedy y Marder, 1992). Este nucleétido es utilizado como
mensajero en un sinniumero de cascadas de transduccion celular. Durante la
induccién de la potenciacién a largo plazo, el AMP ciclico (cCAMP) producido, activa a
la proteina cinasa PKA. Huang et al.,, (1994) mostraron que la LTP decae si la
actividad de esta proteina es bloqueada. Al ser activada la proteina PKA ocurre la
disociacién de su unidad reguladora de la catalizadora, permitiendo la translocacién
de la segunda al interior del nucleo (Hagiwara et al., 1993). Una vez en el interior
transfiere grupos fosfato para la activacion de factores de transcripcion CREB
(Hagiwara et al., 1993) que participa en la modulaciéon de la transcripciéon de una
gran variedad de genes que contienen sitios sensibles a ella, denominado CRE
(elemento responsivo al AMPc) (Silva et al.,, 1998). De hecho a través de la
administracion de analogos y agonistas del AMPc se ha probado la participacion



decisiva de este segundo mensajero tanto en el mantenimiento prolongado de la
LTP, como en la consolidacion de tareas aversivas (Huang et al., 1994; Roesler et
al., 2002; Miranda y McGaugh, 2003). El incremento del AMPc activa rapidamente a
los receptores TrkB e induce potenciaciéon a largo plazo dependiente de BDNF en la
sinapsis de las colaterales de Schaffer en el hipocampo (Patterson et al., 2001).
Algunos estudios han mostrado la importancia de los factores tréficos en la LTP. La
expresion de los genes que codifican los factores de crecimiento BDNF y NGF
aumenta tras la induccion de LTP (Bramham et al., 1996; Morimoto, 1998). El
aumento de la transcripcion de genes que codifican factores de crecimiento asi como
moléculas de adhesion celular podria constituir la relacion entre el incremento de la
eficiencia sinaptica y las modificaciones estructurales de los sitios sinapticos que se
han observado tras la induccion de LTP (Edwards, 1995; Finkbeiner et al., 1997)
[Fig.4].

LTP de Corto Plazo LTP de Largo Plazo

Figura 4. Mecanismos moleculares de la transmision sinaptica tras la induccion de LTP (Kandel,
2001).
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2.2.3. BDNF y LTP

Evidencias recientes senalan que el BDNF tiene acciones diferentes a las
senaladas de manera clasica sobre la diferenciacion y la sobrevivencia neuronales.
Como por ejemplo la proteccion ante algunos agentes excitotoxicos, la modulacién
de la expresion peptidica, etc. En los ultimos anos, se ha considerado la posibilidad
de que las neurotrofinas y en especial el BDNF, se involucren en la regulacion de la
plasticidad sinaptica dependiente de la actividad (Carmignoto et al., 1997). Esto se
debe a que se expresan en areas del cerebro en donde hay una importante
manisfestacion de plasticidad, la actividad regula sus niveles de secrecion y estas a
su vez regulan tanto la transmisién sinaptica como el crecimiento neuronal
(McAllister et al., 1999). Esta posibilidad se ve respaldada por numerosos hallazgos,
entre los que podemos mencionar, que la expresion de BDNF en la neocorteza visual
experimenta un rapido y significativo incremento debido a la actividad neuronal
(Bozzi et al., 1995). La induccién de LTP en el giro dentado hipocampal, incrementa
los niveles de ARN mensajero para BDNF, NT-3, asi como para el receptor TrkB
(Bramham et al., 1996; Morimoto et al., 1998). Cepas de ratén carentes del gen que
codifica para la expresion de BDNF, exhiben una disminucion significativa en la
expresion de LTP hipocampal (Korte et al., 1995; Patterson et al., 1996). Aunado a lo
anterior, se ha reportado que la adicion de BDNF o NT-3 produce incrementos
dramaticos de larga duracién en la transmision sinaptica (similares a la LTP) en
rebanadqs o cultivos neuronales hipocampales procedentes de roedores adultos
(Levine et al., 1995; Kang y Schuman, 1995).

La investigacion en tomo a las neurotrofinas endégenas (en especial BDNF y
NT-3) en la generacion y modulacién de la LTP asi como la reorganizacion
estructural de las sinapsis, ha experimentado en afos recientes un auge
considerable (Schuman, 1997; Lu y Chow, 1999; Chen et al., 1999; Minichiello et al.,
1999; Aoki et al., 2000; Muller et al., 2000), recientemente se ha demostrado que la
infusion de BDNF en un area neocortical como la corteza insular, es capaz de inducir
un fenémeno similar a la LTP, en ausencia de estimulacion eléctrica de alta
frecuencia (Escobar et al., 2003) [Fig. 5).
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Figura 5. Modelo molecular de la accién del BDNF en la induccion de LTP en el giro dentado del
hipocampo, Ying et al., (2002).

Las investigaciones que han utilizado combinaciones de métodos fisioloégicos
e inmunoquimicos han sido utiles para conocer mas de la participacion del BDNF en
fenémenos como la LTP y sus efectos asociados a la memoria. Por otra parte se ha
sugerido que el BDNF tiene un papel instructivo en la conexién sinaptica ya que
parece disparar procesos involucrados en la estabilidad de la fuerza sinaptica
(Patterson et al.,, 2001). Algunos investigadores han senalado una necesaria
participacion del BDNF durante el mantenimiento de la LTP (Figurov et al, 1996;
Patterson et al, 2001). Otros estudios indican que el BDNF modula la transmision
sinaptica y la LTP a corto plazo en las vias colaterales de Schaffer (Patterson et al,
1996). La aplicacion exégena de BDNF potencia la transmision sinaptica en el
hipocampo adulto (Kang y Schuman, 1995). Esta serie de investigaciones sugieren
que el BDNF juega un papel importante en la plasticidad a largo plazo en ratas
adultas (Schinder y Poo, 2002). Se ha demostrado que los ratones con supresion en
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la secuencia de codificacion del gen para BDNF tienen una reduccién significativa de

la LTP en la region CA1 en rebanadas hipocampales (Korte et al., 1995).

Los ratones con un solo alelo funcional para BDNF exhiben una deficiencia en
el aprendizaje asociada a la alteracion de la respuesta de la LTP (Patterson et al.,
1996). También se demostrd que las ratas al aprender la tarea espacial del laberinto
de agua de Morris muestran una incremento en la transducciéon de la senal para
BDNF y un acoplamiento sinaptico de la proteina sinapsina | en el hipocampo
(Gémez — Pinilla y Kesslak, 2001). Esto indicaria que el BDNF es importante para la
funcién sinaptica durante el aprendizaje en las tareas conductuales (Jankowsky y
Patterson, 1999). Por otra parte se ha observado que el incremento en AMPc activa
rapidamente a los receptores TrkB e induce LTP dependiente de BDNF en la
sinapsis de las colaterales de Schaffer en el hipocampo (Patterson et al., 2001).
También se ha observado que el BDNF aumenta la liberacion cuantal del
neurotransmisor e incrementa el nimero de vesiculas ancladas en la zona activa en

el hipocampo (Tyler y Pozzo-Miller., 2001).
2.2.3. LTP en la neocorteza

La LTP fue descrita inicialmente en el hipocampo, y ha sido en esta region del
cerebro donde se han registrado la mayoria de los trabajos realizados en el area. Si
bien se tiende a considerar a la neocorteza como el lugar que tiene como asiento
final la memoria a largo plazo, los trabajos encaminados al estudio de la LTP
neocortical han enfrentado una complejidad mayor. Es necesario considerar que en
la neocorteza los tipos celulares y las vias aferentes presentan una mayor
segregacion, lo cual dificulta la interpretacion de los registros de campo, asi como la
inducciéon de PPSE’s (potenciales postsinapticos excitatorios) de una via aferente
bien definida (Bounomano y Merzenich, 1998). Esto ha originado el que una cantidad
significativa de estudios apliquen protocolos de induccién de la LTP distintos a los
utilizados en el hipocampo. Por ejemplo en la corteza visual de rata y gato parece
existir una dependencia entre la edad minima y la capacidad de induccion de la LTP
(Bear y Kirkwood, 1993; Kirkwood et al., 1995), asi como la necesidad de ampliar los
rangos de frecuencia y el nimero de estimulaciones tetanicas, por ejemplo, si en el



hipocampo basta con la aplicacion de 10 a 400 Hz por tiempos de 0.2 a 10 segundos
para robustecer la respuesta sinaptica. En la neocorteza se han empleado tiempos
de hasta una hora con frecuencias tan bajas como 2 Hz; en numerosos casos ha
sido necesario también el uso de bicuculina para inhibir la accion GABAérgica, el
principal sistema inhibidor de la neocorteza (Tsumoto, 1992; Bear y Kirkwood, 1993).
No obstante, la presencia de LTP en la corteza es un hecho comprobado y cada dia
se incrementa el numero de regiones en las que ha sido posible inducirla, como la
corteza visual primaria del gato (Komatsu et al., 1988, 1988) y rata (Artola y Singer,
1990; Akaneya et al., 1997, Carmignoto et al., 1997; Ying et al., 2002), la corteza
somatosensorial en gato (Lee et al.,, 1991), la corteza prefrontal en rata ( Hirsch y
Crepel, 1990), la corteza somatosensorial y motora de rata (Rioult-Pedotti et al.,
2000) y recientemente en la corteza insular (Escobar et al., 1998a). Con lo expuesto
anteriormente la LTP es un candidato como mecanismo que media la plasticidad

cortical.
2.3. La Corteza Insular
2.3.1. Caracteristicas fisiologicas y anatomicas

La corteza insular, es un area neocortical ubicada en las regiones 13 y 14 de
Krieg en el l6bulo temporal. A partir de sus caracteristicas citoarquitecténicas se
pueden distinguir tres zonas en su estructura: agranular, disgranular y granular,
dependiendo de la menor o0 mayor presencia de neuronas granulares (capa cortical
IV). La corteza insular en ratas comprende un area de aproximadamente 3 mm x 1
mm que corre por encima y a lo largo del surco rhinal, alrededor de la arteria cerebral
media (Braun et al; 1982) [Fig 6]. Se extiende dorsalmente hacia los bordes de las
areas somatosensoriales primaria y secundaria, posee una region anterior que es
principalmente agranular y una regién posterior con dos subregiones denominadas
disgranular y granular. La corteza insular agranular se fusiona imperceptiblemente
con la corteza perirhinal (Paxinos y Watson, 1995). Estudios electrofisiolégicos
mediante estimulacion y evocacion de senales de la lengua a la corteza gustativa,
sugieren que en ratas los estimulos gustativos estan confinados a la region
agranular, aunque en primates se ha observado mayor correspondencia en la region
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granular y disgranular (Travers, 1993). Su interés no es sélo por su participaciéon en
el procesamiento de estimulos gustativos (Braun et al., 1982, Lasiter et al., 1982;
Kiefer, 1985), sino porque diversos estudios han demostrado su participacion en
diversas tareas de aprendizaje, principalmente aquellas relacionadas con situaciones
motivadas aversivamente (Dunn y Everitt, 1988; Escobar et al; 1989; Bermudez-
Rattoni y McGaugh, 1991). Utilizando lesiones quimicas en la corteza insular, se
produce un severo déficit en el aprendizaje de la prevenciéon pasiva, evidenciando
un decremento significativo en la entrada al campo oscuro y un incremento en la
estancia dentro de éste (Bérmudez- Rattoni y McGaugh, 1991). Con lesiones
reversibles de la corteza insular, utilizando tetrodotoxina, la cual bloquea los canales
de sodio, se observd que la ejecucion en el laberinto de agua de Morris se ve
afectada (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991; Bermidez-Rattoni et al., 1997).

Surco rhinal

Figura 6. Esquema que muestra la ubicacion de la corteza insular. Cl corteza insular; ACM, arteria
cerebral media.

2.3.2. Aferencias gustativas a la corteza insular

En la actualidad se cuenta con informacion precisa que describe cual es el
recorrido anatémico que siguen los estimulos gustativos de la periferia hacia la

neocorteza, basandose en estudios anatémicos, electrofisiolégicos y conductuales.
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Inicialmente cuando un sabor es detectado por los receptores gustativos de la boca y
transmitido hacia la porcion anterior del nucleo del tracto solitario (NTS) en el tallo
cerebral, via los nervios craneales facial (VIl) y glosofaringeo (IX) principalmente y de
manera secundaria por el vago (X). El segundo relevo del estimulo gustativo se ubica
en el nucleo parabraqueal del puente, en lo que se ha denominado area gustativa del
puente (PTA por sus siglas en ingles). Una vez aqui se reconocen dos rutas a seguir:
en su mayoria las aferencias del PTA se dirigen a estructuras ventrales del cerebro
basal, como son la amigdala, la zona lateral del hipotalamo y la sustancia
innominata. La segunda ruta se dirige al complejo ventrobasal del talamo, el cual se
comunica con la corteza insular (Travers, 1993). Lasiter et al. (1982) describen
mediante el complejo de peroxidasa de rabano la existencia de proyecciones directas
entre el PTA y la neocorteza, a las que les adjudican una funcion de discriminacion
fina de sabores. Es importante destacar que el primer relevo en este circuito (el NTS)
recibe sefales muy importantes provenientes de la rama hepatica del vago asi como
senales del area postrema y del sistema vestibular [Fig. 7]. Estas sefales proveen
informacién relacionada con irritacion por intoxicacion estomacal, sanguinea y
sensaciones de nausea, respectivamente, las cuales llegan a la corteza insular, por
lo cual se le ha denominado corteza visceral. Ademas se debe de considerar la
conectividad reciproca y funcional de la Cl con la amigdala, estructura cerebral
vinculada estrechamente con la memoria aversiva (McGaugh et al; 1990; LeDoux,
1993), en particular con las proyecciones que recibe directamente del nucleo
basolateral amigdalino (Krettek y Price, 1974; Escobar et al., 1989; Bermudez-
Rattoni y McGaugh., 1991). A partir de su conectividad ha sido posible considerar a
la ClI como una estructura fundamental en los procesamientos de integraciéon y
almacenamiento de informacion gustativo-visceral, capaz de dirigir conductas
motivadas por este tipo de informacién, como la evitacion o aceptaciéon de un
alimento dependiente de una experiencia gustativa previa (Kiefer, 1985; Bermudez-
Rattoni y McGaugh, 1991).



Figura 7. Esquema de las via aferente gustativa en la rata, abreviaturas: VI, nervio facial; IX, nervio
glasofaringeo; X, nervio vago; NTS, ndcleo del tracto solitario; PBN, ndcleo parabranquial del puente;
VPM, nucleo posteromedial ventral del tAlamo; CGA, drea gustativa cortical insular; BNST, ndcleo rojo de
la stria terminalis, LH, hipotalamo lateral; Am amigdala. Modificado de Yamamoto (1998).

2.3.3. Condicionamiento aversivo a los sabores

El condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) es un paradigma de
aprendizaje ampliamente utilizado para el estudio de los procesos de aprendizaje y
memoria. En este modelo conductual un animal adquiere aversion ante un estimulo
gustativo novedoso cuando éste se asocia con una irritacion gastrica. El
condicionamiento aversivo a los sabores fue originalmente descrito por Garcia et al.,
(1955), quien encontré que si se colocaba un bebedero de agua con la punta de
plastico en el interior de una camara de radiacién, el animal no volveria a beber en
un bebedero con esa clase de punta aun afuera de la camara de radiacion. Para
Garcia este era un claro ejemplo de aprendizaje, en el que el animal relacionaba el
sabor con algun efecto de malestar. Mas tarde surgié un paradigma que se obtuvo
con el apareamiento del sabor y un estimulo que produjera irritacion gastrica como el

cloruro de litio (LiCl) (Garcia y Koellin, 1966), fue entonces cuando a este paradigma
L]
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se le llamé condicionamiento aversivo a los sabores. Tras el descubrimiento del CAS
se comenzaron a estudiar los mecanismos cerebrales de los procesos de
aprendizaje gustativo. Los resultados fueron multiples, sin embargo el mas
sobresaliente fue en 1972 cuando se reporté que la regidon cortical conocida en ese
entonces como corteza gustativa estaba involucrada en el CAS, en vista de que las
lesiones en esta regién producian considerables déficit en el aprendizaje de la
evitacion al sabor (McGowan et al., 1972; Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1998).

Todos los seres vivos tienen la necesidad de obtener las sustancias que les
aseguren un aporte adecuado de energia para la realizacién de sus actividades
diarias. Estas sustancias son obtenidas mediante la ingestion de comida y las
subsecuentes transformaciones metabdlicas de dicho alimento en el cuerpo. Para
que el organismo sea capaz de obtener los nutrientes que requiere es necesario que
desarrolle conductas que incluyen el reconocimiento de necesidades corporales ante
un bajo nivel de energia o la necesidad de alguna sustancia en particular (sensacion
de hambre), identificar si la sustancia ingerida es capaz de cubrir sus necesidades
energéticas con el fin de encontrar y consumir las cantidades adecuadas, y por
ultimo, regular los procesos que llevan a cabo la ingesta de alimentos. Por lo
anterior, resulta clara la importancia evolutiva que ha tenido el desarrollo de
mecanismos neuronales sumamente especializados capaces de controlar de modo
eficiente la ingesta de los alimentos y las consecuencias de éstos para cada
organismo (Bures et al.,, 1998). Es indispensable que cada ser vivo aprenda y
recuerde aquello que lo nutre o lo enferma. Hasta la fecha se conoce que existe una
estrecha asociacion entre los estimulos viscerales y los estimulos externos, es
normal que cuando un estimulo externo es asociado a una sensacion de malestar
fisico la respuesta adecuada sea evitar ese estimulo.

Entre las similitudes que presenta el CAS con respecto al condicionamiento es
posible mencionar su tendencia a generalizar (la aversion de un sabor se extiende a
alimentos o sustancias con sabores similares), presenta un periodo de extincion, es
decir, un debilitamiento de la respuesta condicionada ya establecida (con la
particularidad de que en el CAS la extincion es resistente), y que el condicionamiento
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es muy fuerte cuando el estimulo condicionado es novedoso. Cuando por
experiencias previas el organismo reconoce un estimulo condicionado como seguro,
el desarrollo de la respuesta condicionada ante este estimulo se ve retardado, este
fenébmeno se conoce como inhibicién latente. En el caso del CAS una de las
caracteristicas mas importantes es su selectividad a los estimulos gustativos, es
decir, un solo entrenamiento basta para obtener una fuerte respuesta aversiva ante

un sabor novedoso (Bernstein, 1991).

Por otra parte en el CAS existe la peculiaridad de que la asociacién entre el
estimulo condicionado y el estimulo incondicionado estd mediada por tiempos
bastante amplios desde minutos hasta horas. Bures (1998) postula la formacion de la
memoria gustativa a corto plazo al ser presentado el EC. La memoria gustativa a
corto plazo requiere de la participacion de la neocorteza donde puede asociarse
finalmente el El y formar la memoria gustativa a largo plazo. Se considera que la
formacion de la memoria gustativa a corto plazo es lenta, alcanza su maximo entre
los primeros 10 a 60 minutos después de la percepcion del EC y decae entre las 8 a
12 horas. Este mecanismo puede corresponder al tiempo que tarda el sistema
digestivo en transportar y detectar los efectos de las sustancias toxicas que se

hubiesen ingerido (Bures, 1998).
2.3.4. Corteza insular y CAS

Debido a su funcién integradora de estimulos gustativos y viscerales, los
primeros estudios referentes a la memoria en la corteza insular se realizaron con el
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS). De forma natural cualquier animal
evita volver a ingerir un alimento que le haya provocado algin malestar gastrico con
anterioridad, el individuo asocia el sabor de ese alimento con un malestar y aprende
a no ingerir nada que posea ese sabor. En el CAS se asocia una irritacion gastrica
provocada por ejemplo con cloruro de litio (LiCl), a un sabor determinado de manera
que cuando el animal prueba nuevamente ese sabor presenta una respuesta de

rechazo al asociarlo con el malestar.
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Los sustratos anatémicos utilizados en el aprendizaje del CAS han sido bien
establecidos (Kiefer, 1985; Braun et al., 1982). En este sentido se ha demostrado
que las lesiones bilaterales de la Cl afectan la adquisicion y retenciéon del CAS
(Yamamoto et al., 1980; Brown et al., 1982). Debido a que las lesiones de la Cl no
producen deficiencias en la capacidad gustativa o gastrointestinal, se ha sugerido
que la corteza insular afecta la representacion mnémica de los sabores y sus
respuestas gastrointestinales (Kiefer, 1985). En estudios similares se ha observado
que al combinar lesiones bilaterales de la Cl con lesiones en la amigdala la
respuesta del CAS se agudiza (Yamamoto et al 1995), lo que resalta la estrecha
conectividad entre la Cl y la amigdala para la adquisicién y recuerdo de esta tarea.

2.3.5. La amigdala y el CAS

Swanson y Petrovich (1998) sefalan que la amigdala en el cerebro de rata
puede dividirse en 4 grupos: 1) nacleo central, 2) nucleo medial, 3) nucleo cortical y
nucleo basomedial y 4) nucleo lateral y nucleo basolateral. La amigdala ha sido
relacionada frecuentemente con las funciones emotivas mas que con las cognitivas
(LeDoux, 1993). Se ha observado que la estimulacién de diferentes areas de la
amigdala se vincula a cambios en el sistema nervioso auténomo, en particular en
cambios asociados con la expresion de miedo y ansiedad (Davis, 1994). Reacciones
como el incremento en la presion sanguinea, dilataciéon pupilar y la salivacién son
mediadas por las proyecciones del nucleo central de la amigdala. Se ha considerado
a la amigdala como un enlace entre estimulos y recompensas (Gaffan, 1992), como
la base neuroanatémica de los cambios neuronales que subyacen a la memoria
afectiva (Davis, 1992) o bien, como una estructura capaz de regular el
almacenamiento de informacién en otras areas cerebrales, siempre que sea activada
por un estimulo emocional. Esto es, la amigdala es capaz de fortalecer las memorias
al relacionarlas con un significado emocional (McGaugh et al., 1990). Las lesiones en
la amigdala han sido asociadas con efectos adversos en la realizacion de pruebas
de aprendizaje como la prevencion pasiva (McGaugh et al., 1995), la potenciacién
del reflejo al miedo (Falls et al., 1992) y la prevencién activa (Bermudez-Rattoni et

al., 1997). La evidencia experimental ha logrado establecer un estrecho vinculo entre
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la amigdala y su participacion en el CAS. Richardson (1973) observé que la
estimulacion de los nucleos basolateral o corticomedial de la amigdala produce
inhibicién en el consumo de alimentos. Lasiter (1982) demostrd la presencia de
proyecciones amigdalocorticales entre la neocorteza gustativa y los nucleos lateral y
basolateral de la amigdala. En la actualidad es bien conocido que la amigdala recibe
proyecciones directas del ndcleo basolateral amigdalino (Bla) y que ambas
estructuras contribuyen decisivamente a la formaciéon y retencidon de la memoria
asociada a sabores (Bermudez-Rattoni et al., 1997; Bermudez-Rattoni y McGaugh,
1991). Asimismo, se ha observado que al lesionar el Bla se altera la respuesta de
aversion al sabor, mientras que las lesiones en el nucleo central de la amigdala no
producen un efecto similar (Yamamoto et al., 1995). Esto sugiere una participacion
decisiva de la Bla en el CAS, lo cual se sustenta aun mas si consideramos la
interconectividad reciproca y funcional existente entre este nacleo y la Cl (Escobar et
al., 1989).

2.4. BDNF, LTP y CAS

En la actualidad, se tiene un conocimiento claro de las aferencias que recibe
la Cl, siendo de particular interés las provenientes del nucleo basolateral amigdalino
(Bla) (Krettek y Price, 1974; Escobar et al., 1989; Bermudez-Rattoni y McGaugh;
1991; Bermudez- Rattoni et al., 1997). Por otra parte, la induccién de la LTP en la
amigdala se encuentra bien documentada y existe una clara caracterizacion del
circuito sinaptico que participa durante el condicionamiento al miedo en el que se
involucra la participacion de la amigdala (Maren, 1996; Rogan et al., 1997; Huang et
al., 2000).

La Cl y la amigdala contribuyen a la formacion y la retencién de la memoria
asociada al malestar gastrico (Bermudez-Rattoni y MaGaugh, 1991; Bermudez-
Rattoni et al., 1997). Recientemente, Escobar et al., (1998b) lograron inducir LTP in
vivo en la Cl mediante la estimulacion de alta frecuencia de las aferentes
provenientes del Bla, el incremento en la respuesta sinaptica de esta via se conserva
en un periodo de por lo menos una hora y su induccion puede ser bloqueada por la

aplicacion de antagonistas a los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA como el
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CPP y el MK-801. Resultados similares fueron hallados por Jones et al., (1999).
Estos resultados son de particular interés debido a que demuestran que las
modificaciones en la eficiencia sinaptica dependientes de la actividad, estan
presentes en la corteza insular, sugiriendo que la LTP de la via Bla-Cl constituye un
posible mecanismo para las funciones mnémicas realizadas por la corteza insular.
Recientes investigaciones demuestran que la induccion de LTP en la proyeccion
(Bla-Cl) previa al entrenamiento del CAS, aumenta la retencion de esta tarea
(Escobar et al., 2000), por otra parte el BDNF es capaz de inducir por si solo LTP en
la corteza insular, en ausencia de estimulacion de alta frecuencia (Escobar et al.,
2003). Lo anterior indica la posible participacion del BDNF en las funciones
mnémicas ejecutadas por esta region neocortical. En virtud de que el BDNF se
encuentra ampliamente involucrado en la modulacion de ambas expresiones de
plasticidad sinaptica, y puesto que las cascadas metabdlicas que se desencadenan
tras su interaccion con el receptor TrkB convergen en la modulacion de la
transcripcion génica descrita, resulta posible su participacion en los procesos de
aprendizaje y memoria (McAllister et al., 1999; Tyler et al.,, 2002; Yamada et al.,,
2002). De hecho entre los patrones de senalizacion involucrados en la influencia que
el BDNF ejerce sobre los procesos de aprendizaje y memoria, destaca el patron de
sefalizacion dependiente de MAPK a través de la activacion de ERK (extracellular
signal-regulated kinase) para incrementar la transmision sinaptica excitatoria in vivo,
asi como en algunas tareas de aprendizaje que involucran la integridad hipocampal
(Messaoudi et al., 2002; Tyler et al., 2002; Ying et al., 2002). Investigaciones
realizadas por Jones y colaboradores en 1999, sefalan que la LTP neocortical
origina la activacion de ERK. De esta manera, la convergencia entre los patrones de
sefalizacion activados por BDNF/TrkB y por la estimulaciéon capaz de inducir LTP,
coadyuva a la comprensién de los mecanismos celulares que subyacen a los
cambios en la eficiencia sinaptica implicados en los procesos de aprendizaje y

memoria.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Estudiar los procesos mnémicos a partir del estudio de los mecanismos
celulares que los subyacen, nos brinda un acercamiento a la génesis del
comportamiento del ser humano. De modo que el estudio de moléculas como las
neurotrofinas implicadas en el fortalecimiento o modulaciéon de la transmision
sinaptica y la observacion del papel que juegan dentro de la retencion de un
paradigma de aprendizaje, ofrece una valiosa herramienta para estudiar los eventos
celulares que tienen lugar en areas neocorticales para el almacenamiento de

informacion.

En estudios previos se demostré que la estimulacion tetanica de la amigdala
basolateral induce LTP en la corteza insular de las ratas adultas (Escobar et al,
1998a). Se observé asimismo que la administracion intracortical de antagonistas de
los receptores (NMDA), deteriora la adquisicién del CAS y bloquea la induccion de la
LTP en este patron de comunicacién (Escobar, et al 1998b). Se demostré también
que la inducciéon de LTP en la proyeccion de la amigdala basolateral a la corteza
insular, previa al entrenamiento del condicionamiento aversivo a los sabores
aumenta la retencion de esta tarea (Escobar et al.,, 2000). En una investigacion
reciente se ha mostrado que la administracion intracortical de BDNF a la corteza
insular, produce un incremento en la eficiencia sinaptica en el patron de
comunicacién del Bla-Cl, similar al obtenido tras la estimulacion tetanica capaz de
inducir LTP en esta area (Escobar et al., 2003). Considerando que el BDNF es capaz
de inducir un fenémeno similar a la LTP y que la induccién de LTP produce un
incremento en la retencion del CAS, la presente investigacion tuvo el objetivo de
examinar los efectos de la administracion intracortical del BDNF en la corteza insular
sobre el condicionamiento aversivo a los sabores.
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4. OBJETIVOS

- Explorar los efectos que tiene el BDNF (en concentraciones capaces de inducir
LTP en ausencia de estimulacion tetanica) sobre la extincién del condicionamiento
aversivo a los sabores, determinando la posible participacion de esta neurotrofina en
la retencion de la citada tarea.

- Caracterizar parte de los mecanismos involucrados en las acciones del BDNF
sobre el condicionamiento aversivo a los sabores, empleando un inhibidor de los

receptores Trk, denominado K252a.
5. METODOLOGIA

Sujetos.- Para la presente investigacion se prepararon 36 ratas macho de la cepa
Wistar con pesos de 350-380g, que se mantuvieron en cajas individuales de
policarbonato. Las ratas estuvieron bajo un ciclo de luz - oscuridad 12h/12h a una
temperatura promedio de 21°C, con comida y agua ad libitum (excepto en las fases

experimentales que especifiquen lo contrario).

Implantacion de canulas.- El procesamiento quirtrgico de los sujetos se llevé a
cabo utilizando procedimientos estereotaxicos convencionales y consistio en la
implantacion bilateral de guias canulas de acero inoxidable de 1 cm. De largo y 0.022
pulgadas de calibre, bajo el efecto de anestesia Pentobarbital (Nembutal) 50 mg/kg;
via intraperitoneal). Las coordenadas empleadas fueron AP=+1.2 mm; ML=+5.0 mm;
DV=-2 mm (Paxinos et al., 1995). Los extremos de las guias canula fueron colocadas
5 mm arriba de la CI bilateralmente; fueron fijadas al craneo usando acrilico dental
de secado rapido [Figura 8]. Un estilete de alambre de acero inoxidable se coloco en
el interior de las canulas con el fin de proteger su luz de obstrucciones con material
organico durante el periodo de entrenamiento.

Los grupos canulados fueron infundidos intraparenquimalmente en la region
correspondiente a la Cl (bilateralmente). Para todos los grupos, las microinyecciones
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fueron administradas por microinyectores consistentes en agujas dentales de calibre
30. El microinyector fue introducido en la canula previa remocion del estilete y se
extendié 3 mm por debajo del extremo inferior de la canula, alcanzando asi la region
correspondiente a la Cl bilateralmente. Los microinyectores fueron conectados
mediante tubos de polietileno a jeringas Hamilton de 10 pl. Las microinyecciones
fueron dosificadas mediante una bomba de microinfusion (Carnegie Medicin, MA) a
una velocidad de flujo de 1 pl / minuto. Una vez inyectado el volumen total de la
solucion vehiculo con o sin farmaco, de acuerdo al protocolo experimental los
microinyectores permanecieron durante un minuto mas para asegurar la adecuada

difusion de la solucién en el tejido [Fig. 8].

IMPLANTACION DE CANULAS EN LA CORTEZA INSULAR

10 mm

ul'c canula

microinycctor

Figura 8. Esquema en un corte coronal de la posicién de las guias canula utilizadas para la infusion de los
farmacos dentro de la corteza insular. Cl= corteza insular, Cpu= caudado-putamen.

Los animales fueron divididos en los siguientes grupos experimentales: grupo
PBS (n=7) al que se le administré amortiguador de fosfatos como vehiculo (0.1 M,

pH 7.4) (PBS; 3pl bilateralmente) durante 3 min; grupo BDNF (n=9) al que se
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administré la neurotrofina (BDNF 3ug/3pul bilateralmente), (Alomone Labs. Jerusalém)
durante 3 min; grupo CYT— C (n=6), al que se administré citocromo-C, (CYT-C
3ug/3ul bilaterlamente), (Sigma, St. Louis, MO) durante 3 min, como control protéico;
grupo BDNF+K252a (n=7), al que se administré una combinacién de BDNF+K252a
(un inhibidor de los receptores Trk) (3ug/3ul bilateralmente), durante 3 min y grupo
CON (n=7) el cual permaneci6 intacto sin la administracion de ningan farmaco y sin
la operacion estereotaxica convencional. La concentracion de cada farmaco se baso
en estudios previos (Messoudi et al., 1998; Jiang et al., 2001; Escobar et al., 2003).

Condicionamiento aversivo a los sabores.- Tras una semana de recuperacion
post-cirugia se procedié a administrar los farmacos, 24 horas previas al inicio del
entrenamiento del CAS. Para iniciar el CAS los animales fueron privados de agua por
24 horas. Se les entrend para beber agua dos veces al dia (10:00 y 18:00 hrs.)
durante 10 minutos por cada sesion de entrenamiento en un periodo de cuatro dias
durante los cuales se establecio la linea base de consumo. Los bebederos fueron
construidos con probetas graduadas cubiertas con tapones de caucho horadados
con boquillas de metal. El dia de la adquisicion los animales fueron privados de
alimento sustituyendo el agua por un sabor novedoso (solucion de sacarina al 0.1%;
Sigma, WI), 10 minutos después los animales recibieron una dosis intraperitoneal de
cloruro de litio (0.2 M; 9.37 mI/Kg) para inducir el malestar digestivo. El consumo de
la linea base fue restablecido por cuatro dias mas. Durante las pruebas de aversion
el agua fue sustituida nuevamente por la solucion de sacarina 0.1%. La disminucién
del consumo de sacarina con respecto a la ingesta de agua durante la linea base fue
usada como parametro comparativo de la fuerza aversiva del CAS. Para determinar
la posible participacion del BDNF en la retencion del condicionamiento aversivo a los
sabores, se llevaron a cabo nueve sesiones de extincion para todos los grupos
[Fig. 91.
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ESQUEMA DEL CONDICIONAMIENTO AVERSIVO A LOS SABORES

e " Periodo postoperatorio
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Figura 9. Diagrama de flujo del condicionamiento aversivo a los sabores (CAS).

Histoquimica de Nissl.- Una vez concluida la fase conductual del experimento, los
animales fueron sacrificados mediante una sobredosis del anestésico pentobarbital.
Se procedio a la perfusion intracardial de los sujetos canulados con solucién salina al
0.9% seguida por una segunda perfusion con solucién fijadora de parafolmadeido
4% | glutaraldehido 0.1% en PBS pH 7.4. Los cerebros fueron extraidos y
almacenados para su postfijacion en paraformaldehido 4% / glutaraldehido 0.1%
durante 24 horas a 4°C. Transcurrido este periodo, fueron almacenados en una
solucion de sacarosa al 30% en PBS hasta que alcanzaron una densidad mayor a la
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de la solucion. Solo entonces los cerebros fueron congelados y rebanados en cortes
coronales de 40 um. Los cortes se montaron en portaobjetos de cristal bafados de
gelatina y cromoalumina.

Las muestras fueron tefidas con violeta de cresilo y examinadas en un

microscopio de luz, con el fin de verificar la posicién de la punta del microinyector.

Analisis de datos.- Para el analisis del curso temporal de la curva de extincion, se
empleé el ANOVA de medidas repetidas, mientras que para el analisis de cada
sesion de extincion, se efectué el ANOVA factorial. En ambos casos se utilizd la

prueba post-hoc de Fisher.

RESULTADOS

Histologia: La figura 10 es una muestra representativa de la adecuada posicion de
los microinyectores en la corteza insular, cabe mencionar que los animales con
canulas que no presentaron una posicion adecuada fueron excluidos del analisis
experimental, los registros histolégicos fueron efectuados segin el procedimiento

mencionado en la metodologia.

REGISTROS HISTOLOGICOS

Figura 10. Diagrama de los registros histolégicos. Los puntos sefalan la posicién de la
punta de los microinyectores en la corteza insular. Cl: corteza insular, CPu: caudado

putamen.
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Analisis de datos:
Linea base y adquisicion

No existieron diferencias significativas entre los cinco grupos durante el
consumo basal de agua (linea base) ni durante el consumo de la soluciéon de
sacarina durante la sesion de adquisicion del CAS, [Grafica 1].

Pruebas de extincién

Por el contrario, se observaron diferencias significativas entre los grupos
durante la retencion de la prueba, como se aprecia en la grafica 2 durante las
sesiones de extincion. EI ANOVA de medidas repetidas reveld diferencias
significativas entre los grupos F4,317)= 31.55, p<0.0001. Después de que el ANOVA
reveld diferencias significativas se emplearon las pruebas Fisher con el fin de realizar
comparaciones especificas. El anadlisis post-hoc empleando la prueba de Fisher
mostrd que el grupo BDNF presentd un incremento significativo en la retencion de la
tarea, como lo refleja el decremento en el consumo de sacarina, cuando se compara
con los grupos restantes durante las tercera, cuarta, quinta, sexta (p=<0.0001) y
séptima sesiones de extincion (p=<0.05).

El ANOVA factorial para cada una de las sesiones de extincion revela lo
siguiente:

En la primera sesion de extincion puede apreciarse que el grupo
BDNF+K252a presenta diferencias significativas (*p=<0.05) con los grupos CYT-C y
BDNF (ver grafica 3).

En la segunda sesion de extincion se observa que existen diferencias
significativas (**p=<0.0001) entre el grupo BDNF+K252a con respecto a los demas
grupos (ver grafica 4). El comportamiento mostrado por el grupo BDNF+K252a
durante las dos primeras sesiones, podria implicar la influencia del bloqueador de los
receptores Trk sobre las acciones de la neurotrofina enddégena del sistema.

En la tercer sesion de extincion se puede apreciar una diferencia altamente
significativa (**p=<0.0001) en el consumo de la solucién de sacarina entre el grupo

BDNF con respecto a los demas grupos (ver grafica 5).
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Hacia la cuarta sesion de extincion se puede observar que existe una
diferencia nuevamente altamente significativa (**p=<0.0001) entre el grupo BDNF
con los grupos restantes (ver grafica 6).

Por su parte, durante la quinta sesién de extincion se observa una diferencia
altamente significativa (**p=< 0.0001) entre el grupo BDNF con respecto a los demas
grupos, mientras que los grupos CON, CYT-C, PBS y BDNF+K252a han alcanzado
su nivel basal (ver grafica 7).

En la sexta sesion de extincion se puede apreciar nuevamente una diferencia
altamente significativa en el consumo porcentual de la solucion de sacarina
(**p=<0.0001) entre el grupo BDNF con respecto a los grupos CON, CYT-C, PBS y
BDNF+K252a (ver grafica 8).

Durante la séptima sesion de extincion existe una diferencia significativa de
(*p=<0.05) entre el grupo BDNF con respecto a los grupos restantes (ver grafica 9).

Finalmente hacia la octava y novena sesiones de extincion no se revelan
diferencias significativas de los grupos entre si (ver graficas 10 y 11).
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Consumo de la solucién de sacarina durante la sesion de adquisiciéon (ADQ)
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Grafica 1. Consumo de la solucién de sacarina durante la sesién de
adquisicion. No se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de
consumo respecto a la linea base de los cinco grupos. CON = grupo control (n=7),
PBS = grupo control vehiculo PBS (n=7), CYT-C = grupo control vehiculo CYT-C
(n=6), BDNF+K252a = grupo con la combinacién de BDNF y el antagonista K252a
(n=7), BDNF = grupo tratado con BDNF (n=9).
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Consumo de la solucién de sacarina durante la adquisicién y nueve sesiones

% de consumo respecto a la linea basal (E.S.)
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Gréfica 2. Participacién del BDNF en la retencién del condicionamiento aversivo a los sabores,
durante la adquisicién y nueve sesiones de extincién. La grafica muestra el curso del consumo porcentual
de la solucién de sacarina respecto a la linea basal durante la sesién de adquisicion (ADQ) y las sesiones
de extincion (E1 a E9) de los grupos con, PBS, CYT-C, BDNF y BDNF + K252a, procesados tal como se
describe en el procedimiento experimental. Se sefalan diferencias significativas durante la tercera,
cuarta, quinta, sexta y séptima sesiones entre el grupo BDNF y los grupos restantes (**p< 0.0001,
*p<0.05).
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Consumo de la solucion de sacarina durante la primera sesion de extincion (E1)

~=~ 140

120

100

% de consumo respecto a la linea basal (E.S
S ) 3 =

o

1

—

|

BDNF

BDNF+K252a

Gréfica 3. Efectos de la infusion de BDNF previa al entrenamiento del CAS
durante la primera sesion de extincion. Se observan diferencias significativas en la
primera sesion de extinciéon entre el grupo BDNF+ K252a, con respecto a los grupos CYT-
C y BDNF, (*p<0.05).
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Consumo de la solucion de sacarina durante la segunda sesion de extincion (E2)

140 —

120 |

100 +

(=]
o
I

o
o
1

=
o
I

K
o
I
H
-

1

*

% de consumo respecto a |a linea basal (E.S.)
o

CON PBS CYT-C

BDNF

BDNF+K252a

enddégeno.

Gréafica 4. Efectos de la infusion de BDNF previa al entrenamiento del CAS
durante la segunda sesién de extincion. Se observaron diferencias significativas en la
segunda sesion de extincién entre el grupo BDNF + K252a con respecto a los demas
grupos, (*p<0.01). Se observa nuevamente un incremento significativo para el grupo
infundido con el inhibidor de los receptores Trk, lo que sugiere su accién sobre el BDNF
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Consumo de la solucion de sacarina durante la tercera sesion de extincion (E3)
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Gréfica 5. Efectos de la infusién de BDNF previa a la adquisicién del CAS durante
la tercera sesién de extincion. Los animales recibieron una infusién intracortical de BDNF
o de las sustancias mencionadas en la metodologia (3nug/3ul), 24 hrs. previas a la
adquisicion del CAS. El grupo control permaneci6 intacto sin la administraciéon de ningtin
farmaco. Se observa que el grupo BDNF presenta un decremento significativo en el
consumo de sacarina durante la tercera sesién de extincion en comparacién con los
demas grupos, (**p< 0.0001).
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Consumo de la solucion de sacarina durante la cuarta sesion de extincion (E4)
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Grafica 6. Efectos de la infusién de BDNF previa al entrenamiento del CAS
durante la cuarta sesion de extincion. Se observa que en la cuarta sesion el grupo BDNF
nuevamente tiene diferencias significativas en el consumo de sacarina en comparacion
con los otros grupos (**p< 0.0001), lo que indica la aversién persistente ante el estimulo
condicionado a diferencia de los demas grupos.
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Consumo de la solucion de sacarina durante la quinta sesion de extincion (E5)
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Gréfica 7. Efectos de la infusion de BDNF previa al entrenamiento del CAS

durante la quinta sesién de extincion. Se sigue observando una diferencia altamente

significativa para el consumo basal de sacarina del grupo BDNF con los grupos restantes
(**p<0.0001). Mientras que los grupos CON, PBS, CYT-C y BDNF +K252a han

incrementado su nivel de consumo, sin mostrar diferencias entre ellos.
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Consumo de la solucion de sacarina durante la sexta sesion de extincion (E6)
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Gréfica 8. Efectos de la infusion de BDNF previa al entrenamiento del CAS

durante la sexta sesion de extincion. La diferencia de consumo porcentual continta

siendo significativa para el grupo BDNF en comparacion con los otros grupos

(**p<0.0001). Esto indica la permanencia del incremento en la retencién del estimulo

aversivo en el grupo infundido con BDNF.
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Consumo de la solucion de sacarina durante la séptima sesion de extincion (E7)
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Grafica 9. Efectos de la infusion de BDNF previa al entrenamiento del CAS
durante la séptima sesion de extincion. Las diferencias en el consumo de sacarina son
significativas para el grupo BDNF en relacién con los demas grupos (*p<0.05). Los grupos
CON, PBS, CYT-C y BDNF+K252a han alcanzado su linea base de consumo, mientras

que el grupo BDNF presenta un retardo en la progresion para alcanzar a su linea basal.
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Consumo de la solucion de sacarina durante la octava sesion de extincion (E8)
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Grafica 10. Efectos de la infusion de BDNF previa al entrenamiento del CAS

durante la octava sesion de extincion. El grupo BDNF auln muestra una diferencia

significativa con el grupo CON (control) (*p<0.05).
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Consumo de la solucién de sacarina durante la novena sesion de extincion (E9)
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Grafica 11. Efectos de la infusion de BDNF previa al entrenamiento del CAS
durante la novena sesion de extincion. No se observaron diferencias significativas en el
consumo de sacarina durante la novena prueba de extincién para ningin grupo. En esta
fase todos los grupos han alcanzado su nivel basal de consumo de la solucién de
sacarina.




DISCUSION Y CONCLUSIONES

En las ultimas décadas dos campos cientificos distintos han tenido un auge
importante: el de la Neurobiologia y el de la Psicologia Cognitiva. Recientemente
estos dos campos se han preocupado por trabajar de manera interdisciplinaria, para
buscar los sustratos bioldgicos de procesos como la percepcion, el lenguaje, la
memoria y la conciencia. Dentro de éstos, las investigaciones sobre el aprendizaje y
la memoria han tenido importantes avances. Esto nos ha dado la oportunidad de ir
adentrandonos en el analisis de los mecanismos moleculares subyacentes a los
procesos mentales (Kandel y Hawkins, 1992).

A principios del siglo XX Ramoén y Cajal (1911) propuso que el sustrato fisico
de la memoria podria residir en las modificaciones mas o menos perdurables en la
fortaleza de la transmision sinaptica. Esta hipétesis fue retomada por prominentes
neurobidlogos como Hebb y Marr, quienes formalizaron las bases teéricas que

dirigen el estudio de los procesos celulares subyacentes al aprendizaje y la memoria.

BDNF en el aprendizaje y la memoria

La memoria involucra cambios a corto plazo en las propiedades eléctricas y
alteraciones estructurales a largo plazo en la sinapsis. El BDNF modula ambas
formas de cambios sinapticos, lo que sugiere que juega un papel importante en el
aprendizaje y la memoria (McAllister et al., 1999; Tyler et al., 2002; Yamada et al,
2002). El presente estudio muestra que la infusion aguda de BDNF en la corteza
insular aumenta la retencion de la tarea del CAS, lo cual concuerda con estudios en
los que la participacion del BDNF es fundamental para el almacenamiento de
informacion en el sistema nervioso central (Kesslak et al., 1998, Ma et al., 1998, Mu
et al.,, 1999, Mizuno et al., 2000 y Kesslak et al., 2003). Los resultados sugieren la
participacion del BDNF en los mecanismos que subyacen al almacenamiento de

informacién llevado a cabo por la corteza insular. Por el contrario cuando se
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administran anticuerpos para BDNF se observa un aprendizaje lento (Lupien et al.,
2001; Yamada et al., 2002) también se ha observado que ratones carentes de BDNF
muestran déficits en algunos tipos de tareas (Minichiello et al., 1999). En un estudio
reciente Kesslak et al., (2003) muestran que la disminucion de ARNm para BDNF
afecta la adquisicion de la tarea de aprendizaje espacial. En el presente estudio se
observé que la presencia de la proteina es requerida para prolongar la retencion del
CAS en concordancia con estudios en los que el BDNF enddgeno es requerido para
la formacion de la memoria de corto y largo plazo en una tarea aversiva (Johnston y
Rose, 2001; Alonso et al., 2002). Conductualmente se han demostrado incrementos
en la expresion de ARNm para BDNF en diferentes tareas de aprendizaje (Kesslak et
al., 1998; Ma et al., 1998, Mizuno et al., 2000). Estudios recientes demostraron que
las infusiones de BDNF producen incrementos dramaticos en la eficacia sinaptica de
larga duracion que se asemejan al fenémeno de la LTP en rebanadas o cultivos
hipocampales (Sherwood y Lo, 1999; Gooney y Lynch, 2001), en la corteza visual
(Akaneya et al., 1997; Carmignoto et al., 1997; Ying et al., 2002) y recientemente en
la corteza insular (Escobar, 2003). Escobar et al., (2000) demostraron que la
induccion de LTP en la proyeccion (Bla-Cl) previa al entrenamiento del CAS,
aumenta la retencion de esta tarea, lo cual se asemeja a los hallazgos del presente
trabajo considerando la convergencia de los mecanismos celulares desencadenados
por la LTP inducida tanto por estimulacién eléctrica, como por infusion de BDNF. Asi
el presente estudio enfatiza la participacion del BDNF como mediador molecular no
solo de la plasticidad sinaptica sino también de la interacciéon entre un organismo y
su medio ambiente (Tyler et al., 2002).

Mecanismos moleculares del BDNF en la corteza insular

Los estudios que se han realizado acerca de los mecanismos moleculares que
se desencadenan tras la interaccion del BDNF con su receptor [ver Fig.5] (Finkbeiner
et al.,, 1997; Patapoutian y Reichardt, 2001; Minichiello et al., 2002; Ying et al.,
2002), muestran la activacion de patrones de senalizacion que involucran tres
proteinas principalmente: MAPK, fosfolipasa-C (PLC) y fosfoinositol-3-fostato kinasa
(PIK3). Posteriormente, estas proteinas activan una cadena de eventos moleculares
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que finalmente translocan al nucleo (Gunn-More y Tavare, 1998; Patapoutian y
Reichardt, 2001) y una vez en el interior, transfieren un grupo fosfato para la
activacion del factor de transcripcion CREB que participa en la modulacion de la
transcripcion de una gran variedad de genes que contienen sitios sensibles a el,
denominados CRE (cAMP responsive element). Unas de las proteinas que se
activan en relacion con esta cadena molecular son la sinaptobrevina y la
sinaptofisina (Yamada et al., 2002) que estan encargadas de la modulaciéon del
numero de vesiculas que se anclan a la terminal presinaptica, induciendo asi, la
liberacion de mas neurotransmisor (Li et al., 1998), lo cual permite que las células
respondan mejor a la estimulacion. Como se mencioné anteriormente, la serie de
eventos moleculares que se presentan a causa del fenomeno de la LTP presenta
varias similitudes entre éstos y los eventos moleculares inducidos por medio del
BDNF en la interaccion con su receptor. La entrada de calcio al interior de la célula
postsinaptica, a través de los receptores NMDA, activa una serie de proteinas
cinasas, que activan distintas vias de traduccién en el interior de la célula haciendo
posible el mantenimiento del incremento en la eficacia de la comunicacién sinaptica
por periodos prolongados (Kennedy y Marder, 2002). La activacion de estas
proteinas permite la interacciéon con el nucleo activando el factor de transcripcion
CREB (Hagiwara et al., 1993) que participa en la modulacion de la transcripcion de

una gran variedad de proteinas.

Es bien conocido que el BDNF juega un papel importante en el desarrollo
cortical dependiente de la actividad y en la regulacién de la excitabilidad cortical
(Akaneya et al., 1997, Carmignoto et al., 1997, McAllister et al., 1999). La activacion
de la via de senalizacion BDNF/TrkB afecta la formacién de la memoria, implicando a
la cadena de MAPK (Yamada et al., 2002). El aprendizaje espacial y la LTP
incrementan la fosforilacion de los receptores TrkB en el giro dentado, lo que sugiere
la posible senalizacion del BDNF en los mecanismos subyacentes al aprendizaje
espacial (Shaw et al.,, 2003). Recientes experimentos indican que la senalizacion
BDNF/TrkB converge en la via MAPK a través de la activacion de ERK (extracelular
signal-regulated kinase) para aumentar la transmisién sinaptica in vivo, asi como el

aprendizaje conductual dependiente del hipocampo y de la neocorteza (Messaoudi et
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al 2002; Tyler et al., 2002; Ying et al., 2002). Investigaciones realizadas por Jones y
colaboradores en 1999, sefalan que la LTP neocortical origina la activacion de ERK.
El incremento de la expresion de ARNm para BDNF ocurre en conjunto con el
incremento de sinapsina y el receptor TrkB, lo que sustenta modificaciones pre y
postsinapticas (Gomez-Pinilla y Kesslak, 2001). También se ha involucrado al BDNF
y su receptor de alta afinidad TrkB en la formacién de la memoria espacial en el
hipocampo (Mizuno et al., 2003). Experimentos realizados con inhibidores del BDNF
o de su receptor (como el K252a) debilitan o anulan la LTP asi como la retencién de.
diversas formas de aprendizaje (Ma et al., 1998; Mizuno et al., 2000). En el presente
estudio el grupo infundido con la combinacion BDNF+K252a, present6 una retencion
menor respecto a los demas grupos, durante la primera y segunda sesiones de
extincion, lo que sugiere la influencia del bloqueador de los receptores Trk aun sobre
las acciones de la neurotrofina endogena del sistema, durante la adquisicion. Lo
anterior subraya el que en los mecanismos que subyacen a la retencion de
informacién en la corteza insular participa la activacion del BDNF en combinacion
con su receptor. La literatura reporta numerosos hallazgos en los que la presencia de
BDNF exdgeno incrementa la transmision sinaptica a través de sus receptores Trk en
neuronas hipocampales, mientras que la presencia de la combinacion K252a
bloquea la depolarizaciéon de la membrana mediada por el BDNF (Kafitz et al., 1999;
Levine et al., 1995).

En conclusion, el presente estudio muestra que la microinfusion intracortical
aguda de BDNF (en concentraciones capaces de inducir LTP en ausencia de
estimulacion eléctrica) en la corteza insular de ratas adultas, incrementa
significativamente la retencion del condicionamiento aversivo a los sabores. El
andlisis estadistico muestra que el grupo infundido con BDNF no presenta
diferencias significativas en la adquisicion de la tarea, sino de la tercera a la séptima
prueba de extincion, lo que subraya su participacion en los procesos de
almacenamiento mas que sobre los de adquisicion efectuados por la corteza insular.
El presente estudio se une a las evidencias que demuestran que el BDNF y sus
receptores TrkB participan en los procesos de aprendizaje y memoria (McAllister et
al., 1999; Tyler et al.,, 2002; Yamada et al.,, 2002). En este caso en un area
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neocortical asociada a los procesos de adquisicion y almacenamiento de diversas
tareas aversivas como el condicionamiento aversivo a los sabores (Bermudez-
Rattoni y McGaugh, 1991; Bermudez-Rattoni et al., 1995; Escobar et al., 1998;
Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000). La convergencia entre los patrones de
sefalizacion activados por BDNF/TrkB y por la estimulacion capaz de inducir LTP,
coadyuva a la comprension de los mecanismos celulares que subyacen a los
cambios en la eficiencia sinaptica implicados en los procesos de aprendizaje y
memoria. Las investigaciones en torno a las bases biolégicas del aprendizaje y la
memoria han ido confirmando el postulado que Ramon y Cajal realizé en 1894, al
afirmar que nuestro cerebro sufre modificaciones funcionales a través de lo que
experimentamos. Esta vision cada dia mas aceptada, trae implicaciones importantes

para el estudio de los procesos mentales y para toda la Psicologia en general.
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