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I.  INTRODUCCION

Uno de los problemas mas ampliamente investigados por la neurociencia moderna
consiste en descifrar los mecanismos por los cuales los cambios inducidos por la
experiencia en el sistema nervioso central se traducen en adquisicion, consolidacion,
retencion y subsecuente evocaciéon de la informacion. Las neurotrofinas han emergido
recientemente como potentes mediadores moleculares, no solamente de la plasticidad
sindptica, sino también de las interacciones conductuales entre un organismo y su ambiente
(Tyler et al., 2002).

Evidencias recientes sefialan que las neurotrofinas efectian acciones diferentes a los
efectos clasicos sobre la diferenciacion y sobrevivencia neuronales. Esta posibilidad se ve
respaldada por numerosos hallazgos entre los que podemos mencionar, que la expresion del
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) en la neocorteza visual experimenta un
rapido y significativo incremento debido a la actividad neuronal (Bozzi et al.,, 1995).
Aunado a lo anterior, se ha reportado que la adicién de BDNF o NT-3 produce dramaticos
incrementos de larga duracién en la transmision sinaptica (similares a la potenciacion de
largo plazo) en rebanadas o cultivos neuronales hipocampales procedentes de roedores
adultos (Kang & Schuman, 1995; Levine et al., 1995). Recientemente se ha demostrado
que el BDNF induce la potenciacion de largo plazo de la transmision sindptica en la corteza
visual, in vivo, en ratas jovenes, pero no en adultas (Jiang et al., 2001).

La Corteza Insular (CI) ha resultado de gran interés no solo por su participacion en
el procesamiento de estimulos gustativos (Braun 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 &
Everitt, 1988; Escobar et al., 1989; Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991). Se ha
demostrado que lesiones bilaterales en la Cl afectan la adquisicion y retencion del
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) (Yamamoto et al., 1980; Brown et al,
1982). En estudios similares se ha observado que al combinar lesiones bilaterales de la CI

con lesiones en la amigdala la respuesta del CAS se agudiza (Yamamoto et al., 1995), lo



que resalta la participacion de la conectividad entre la CI y la amigdala durante la
adquisicion y el recuerdo de esta tarea.

Algunas de las caracteristicas mas importantes del CAS son: su selectividad hacia
los estimulos gustativos, el que un solo entrenamiento baste para obtener una fuerte
respuesta aversiva ante un sabor novedoso, y algo muy peculiar es el que sea posible la
asociacion entre el estimulo condicionado y el estimulo incondicionado cuando entre
ambos median tiempos bastante amplios, desde minutos hasta horas (Bernstein, 1991).

En la actualidad, se tiene un conocimiento claro de las aferencias que recibe la CI,
siendo de particular interés las provenientes del nicleo basolateral amigdalino (Bla)
(Krettek & Price, 1974; Escobar et al., 1989; Bermudez-Rattoni et al, 1997).
Recientemente, se ha logrado inducir potenciacion de largo plazo (LTP) in vivo en la CI
mediante la estimulacion de alta frecuencia de las aferentes provemientes del Bla; el
incremento en la respuesta siniptica de esta via se conserva por un periodo de por lo menos
una hora y su induccién puede ser bloqueada por la aplicacion de antagonistas de los
receptores glutamatérgicos de tipo NMDA (Escobar et al., 1998b; Escobar et al., 2002).
Estos resultados son de particular interés en cuanto a que demuestran que las
modificaciones en la eficiencia sindptica dependientes de la actividad, estdn presentes en
esta region cortical, sugiriendo que la LTP de la via Bla-CI constituye un posible
mecanismo para las funciones mnémicas realizadas por la CI. Asi mismo, en estudios
previos se demostré que la induccién de LTP en la proyeccion de la amigdala basolateral a
la corteza insular, previa al entrenamiento del CAS, aumenta la retencién en esta tarca
(Escobar et al., 2000).

Basandonos en lo antes expuesto, este estudio pretende probar la influencia que
ejercen las neurotrofinas, en particular el BDNF, sobre los cambios en la fortaleza de la
transmision sindptica que se traducen en el fenémeno de potenciacion a largo plazo de la
neurotransmision neocortical in vivo, asi como su contribucion sobre las funciones

cognitivas en las que interviene la neocorteza insular,



1.1 Los factores neurotroéficos y el sistema nervioso central

1.1.1. Aspectos generales de las neurotrofinas

La diversidad celular en el sistema nervioso se origina a partir de la accion
concertada de los procesos de proliferacion celular, diferenciacion, crecimiento, migracion,
sobrevivencia y formacién de 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, que son proteinas que confrolan la
sobrevivencia, el crecimiento y las capacidades funcionales de poblaciones especificas de
neuronas. En el sistema nervioso central las neurofrofinas regulan el crecimiento dendritico
de las neuronas piramidales durante el desarrollo de la neocorteza (McAllister et al., 1995,
Baker et al., 1998).

Los factores troficos se agrupan en familias, tomando en consideracion dos
criterios; a) las poblaciones celulares sobre las que actian, es decir, considerando sus
células blanco, b) su estructura, puesto que algunos factores troficos 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 neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3),
neurotrofina-4/5 (NT-4/5), neurotrofina-6 (NT-6) v neurotrofina 7 (NT/7) (Lessman et al.,
2003). Tanto el NT-6 como el NT-7 sélo se han encontrado en peces (Gotz et al., 1994; Lai
et al., 1998). Las neurotrofinas efectian sus acciones a través de dos clases de receptores,
los de alta afinidad, como la tirosina cinasa (receptores Trk) y los de baja afinidad, como el
p75 (Bothwell, 1991; Chao, 1992; Meakin & Shooter, 1992; Barbacid, 1994; Dechant et
al, 1994; Lindsay et al., 1994, Ip & Yancopolous, 1996; Segal & Greenberg, 1996;
Lessmann et al., 2003) Algunos genes estrechamente relacionados con el TrkA, tales como
el TrkB y TrkC, codifican proteinas que actian como receptores para el BDNF, NT-3 y
NT-4/5 respectivamente (Ip et al., 1992) (Figura 1).
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Tanto el NGF como el BDNF y la NT-3 presentan amplia difusion en el sistema
nervioso central (SNC) de mamiferos, en particular en el hipocampo y la neocorteza, donde
se ha observado que sus niveles dependen de la actividad neuronal (Ghosh, et al., 1994).

Recientemente se¢ ha examinado la posibilidad de que las neurotrofinas estén
involucradas en la regulacion de la plasticidad sindptica dependiente de la actividad
(Carmignoto et al., 1997). Segin McAllister, Katz & Lo (1999) para que las neurotrofinas
tengan un rol significativo en la plasticidad sinaptica deben cumplir con los siguientes
criterios:

a. las neurotrofinas y sus receptores deben expresarse en el lugar

indicado y en ¢l momento indicado para que ocurra plasticidad

sinaptica,

b. la expresion y la secrecion de la neurotrofina debe ser dependiente
de la actividad,

c. las neurotrofinas deben regular aspectos de la funcion neuronal

que cambien la actividad de los circuitos neuronales, incluyendo la
funcion sinaptica, la excitabilidad de la membrana, la morfologia

y conectividad neuronal.



La investigacion en torno a la participacion de las neurotrofinas enddgenas (en
especial el BDNF) en la generacion y modulacién de la LTP asi como en la reorganizacion
estructural de las sinapsis, ha experimentado en afios recientes un auge considerable
(Schuman, 1997; Chen et al., 1999; Lu & Chou, 1999; Minichiello et al., 1999; Aoki et al.,
2000, Muller 2000, Pang et al., 2004), tratando asi de elucidar los mecanismos de accion
que subyacen a los cambios en la eficiencia sinaptica, implicados en los procesos de
aprendizaje y memoria. La induccion de LTP en el giro dentado hipocampal, incrementa
los niveles de ARNm de BDNF, NT-3 asi como del receptor TrkB (Bramham, et al., 1996,
Morimoto et al., 1998). Cepas de raton carentes del gen que codifica la expresion de

BDNF, exhiben una disminucion significativa en la expresion de LTP hipocampal (Korte et
al., 1995; Patterson et al., 1996),

1.1.2 Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF)

El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) es una molécula neurotréfica,
cuyo peso molecular es de 27 kDa, y fue originalmente aislada a partir del cerebro del
cerdo. Hoy en dia sabemos que forma parte del SNC de los mamiferos, en particular en el
hipocampo y la neocorteza. Después de haberse aislado la molécula de BDNF se compard
Su secuencia y se encontrd que era parcialmente homéloga a la del NGF. A la fecha se ha
secuenciado el BDNF de distintas especies, encontrando una conservacion evolutiva
ncluso mucho mayor a la del NGF (Boultos et al., 1993).

Una propiedad fundamental de los blancos del BDNF es que se ubican o proyectan
hacia algun drea especifica del SNC. A pesar de que el factor neurotrofico NGF presenta
amplia difusion en el sistema nervioso central, los reportes indican que hay entre 20 y 50
veces mas BDNF que NGF (Escobar, 1994). Estudios que utilizaron hibridacion in situ
(utilizada para localizar la presencia de RNA mensajero de una molécula en un
determinado lugar) han revelado la distribucién del BDNF en el hipocampo. De acuerdo a
estos estudios se ha encontrado la presencia de BDNF en el estriado piramidal de las
regiones CA2 y CA3, con una menor concentracion en el drea CAl hipocampal. También
se encuentra una alta intensidad de BDNF en la region del hilus en el giro dentado, asi

como en las células granulares en esta misma drea (en menor concentracion pero con gran



difusion) (Boultos et al, 1993). La regulacion de los niveles de BDNF depende de la
actividad neuronal, principalmente en el hipocampo y la neocorteza, asi como algunas
partes del tejido periférico (aunque en menor cantidad) como el corazon, rifién y timo
(Boultos, 1993). El BDNF influye en el desarrollo de los patrones de conexion y en el
crecimiento de las dendritas en la corteza cerebral (Aoki et al_, 2000).

Originalmente se pensaba que el BDNF era transferido de la célula postsinaptica a
la presinaptica (Bartheld et al., 1994; Bartheld et al., 1996; Mowla et al., 1999; Farhadi et
al., 2000; Collin et al., 2001), sin embargo, evidencias recientes, muestran como puede ser
igualmente transferido de manera anterograda (de manera similar a la comunicacion via
neurotransmisores) (Altar et al., 1997, Johnson et al., 1997; Bartheld & Butowt, 2000,

Kohara et al., 2001; Lessmann et al., 2003 ) (Figura 2).
.= l

i‘iiun 2. Representacion esquziuﬁtica del transporte retrgrado y anterdgrado del BDNF.
Tomado de Lessmann et al, 2003



Hoy en dia se conoce que el BDNF ejerce acciones tanto presinapticas como post-
sinapticas, por ejemplo, a nivel presinaptico la activacion de su receptor TrkB aumenta la
liberacion de neurotransmisor de las terminales presindpticas (Lessmann & Heumann,
1998; Li et al., 1998; Lynch, 2004), y de manera postsinaptica, el BDNF incrementa la
frecuencia de los potenciales post-sindpticos excitatorios (PPSE) miniatura y aumenta la
facilitacion de los pulsos pareados en cultivos hipocampales (Lohof et al., 1993, Levine et
al.,, 1995; Stoop & Poo, 1996; Gottschalk et al., 1998; Lynch, 2004); (Figura 3).

Figura 3. Cascada molecular originada por la unién del BDNF a su receptor TrkB
(Yamada & Nabeshima, 2003).

Como se menciond anteriormente, el BDNF interactia con su receptor de alta
afinidad llamado TrkB (Figura 4). La cascada de sefializacion que desencadena esta
interaccion incluye, la mayoria de las veces, a una cascada de proteinas cinasas, las cuales
se caracterizan por transferir un grupo fosfato a sus substratos, fosforilando a otras cinasas

que translocan al nicleo, y esto trae consigo modificaciones en el proceso celular




(Finkbeiner et al., 1997, Patapoutian & Reichardt, 2001; Minichielo et al., 2002; Ying et
al., 2002).

I_ y Figura 4 Modelo tridimensional del receplof TrkB.

1.2 Potenciacion de Largo Plazo

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
originé (Eichenbaum, 1997). En concordancia con lo anterior es posible considerar ciertos
eventos de neuromodulacion (entendida como la habilidad que presentan las neuronas para
alterar sus propiedades eléctricas en respuesta a cambios bioguimicos intracelulares)
resultantes de estimulacion sinptica u hormonal, como la base de procesos de plasticidad
en el sistema nervioso, tales como el aprendizaje y 1a memoria.

Para entender los procesos de aprendizaje y memoria es necesario recordar que el
cerebro se estructura a partir de redes neuronales, cuyas neuronas se comunican mediante
sinapsis. l.a sinapsis es considerada debido a sus caracteristicas, como el lugar en el que se
efectiian las modificaciones que conducen al almacenamiento de informacion. Donald

Hebb (1949) postulé que, “cuando el axén de un célula A esta lo suficientemente cerca para
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excitar a una célula B y repetida o persistentemente toma parte en su activacion, algin tipo
de proceso de crecimiento o cambio metabolico tiene lugar en alguna de las dos células, de
modo que la eficiencia de A para activar a B se incrementa”. Se considera que el postulado
de Hebb se ve representado por la LTP, la cual se define como el incremento prolongado de
la eficiencia sinaptica, representada como una mayor amplitud y/o pendiente de los
potenciales postsindpticos excitatorios (PPSE), debido a la estimulacion repetitiva (de alta
frecuencia) de las fibras aferentes a un area determinada del sistema nervioso. La LTP
representa una forma ubicua de plasticidad sinaptica, que se presenta en la mayoria de las
sinapsis excitatorias en el SNC.

Este fenémeno (LTP) fue reportado por primera vez en 1973 por Bliss y Lomo,
ellos encontraron que al aplicar breves trenes de alta frecuencia a las aferentes excitatorias
del hipocampo se originaba un fortalecimiento de la transmision sinaptica (es decir, un
incremento en la pendiente de los PPSE) que podia durar por horas y aun por dias en
animales intactos (Bliss & Lomo, 1973) (Figura 5). Desde entonces, la LTP se ha
convertido en el modelo experimental mas utilizado para examinar los mecanismos

sinapticos del aprendizaje v de memoria.

S0min

tentiation (LTP)

Figura 5 Imagen representativa de la LTP hipocampal (Bliss & Lomo, 1973}
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1.2.1. Caracteristicas de la LTP

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 e inclusive molecular subyacen 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 sindptica. La
cooperatividad se manifiesta por un fuerte requerimiento en la activacion simultinea de
fibras presinapticas, de tal modo que se logre la estimulacion necesaria para activar la LTP.
Finalmente, la asociatividad se ha observado cuando una via que ha sido estimulada por
una sefial de baja frecuencia puede ser potenciada si se activa al mismo tiempo que otra via
estimulada por una sefial de alta frecuencia, siempre y cuando ambas sean convergentes a la
misma area (Bliss & Collingridge, 1993) (Figura 6)

Cooperatividad Asociatividad Especificidad

Figura 6. La LTP exhibe cooperatividad, asociatividad y especificidad. Modificado de
Bear, 2002)
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Para Hebb, la memoria debia ser almacenada a través de la formacion de conexiones
asociativas entre las neuronas involucradas, sin embargo, se ha observado la existencia de
eventos de LTP descritos como no asociativos. La LTP que requiere una activacion
coincidente de los elementos pre y postsinapticos es llamada LTP hebbiana, mientras que
aquella que requiere la activacion de cualquiera de dichos elementos es referida como no-
hebbiana (Urban & Barrionuevo, 1996).

1.2.2 LTP y aprendizaje

La LTP se ha definido como el modelo celular méas aceptado para el
almacenamiento de informacion en mamiferos (Hall, 1992; Kandel & Hawkins, 1992; Bliss
& Collindridge, 1993; Malenka, 1994; Martinez & Derrick, 1996). La relacion de este
fenémeno con los procesos de almacenamiento de informacion ha sido profundamente
estudiada en el hipocampo y en otras regiones del SNC, como la neocorteza. 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 redes de neuronas que se han visto
involucradas con procesos de aprendizaje y memoria (hipocampo, amigdala, neocortcza,
etc.), tiene una duracion prolongada y funciona de manera similar al postulado de Hebb
(Martinez & Derrick, 1996; Shors & Matzel, 1997).

Los argumentos a favor de una relacion causal entre la LTP y la memoria se basan
principalmente en que la disrupcion de ciertos requerimientos moleculares para el
establecimiento y mantenimiento de la potenciacion de largo plazo, también producen
deficiencias en la solucion de ciertas tareas. Se ha encontrado que el uso de bloqueadores
de los receptores NMDA en el hipocampo, cuya actividad es necesaria para la induccién de
LTP en vias hipocampales, produce déficits en el aprendizaje de las tareas de tipo espacial
(Morris et al., 1986; Davis et al., 1992); mientras que el bloqueo de estos receptores en la
amigdala, impide el aprendizaje en la tarea de inhibicion latente (Cheng Liang et al., 1994)
y la adquisicion del condicionamiento al miedo (Kim & McGaugh, 1992), y administrado
en la corteza insular se traduce en deficiencias en la adquisicion de tareas espaciales y del

condicionamiento aversivo a los sabores (Gutiérrez et al, 1999).



El bloqueo de la actividad de otras proteinas necesarias para el establecimiento y/o
mantenimiento de la potenciacion de largo plazo, tales como las proteinas cinasas PKA,
PKC y CaMKs, interfieren en mayor o menor grado con la solucion de tareas espaciales
(Malenka, 1994; Mayford et al., 1996). Por ofra parte, al igual que el mantenimiento de la
LTP por periodos prolongados, la consolidacion de la informacion es dependiente de la
transcripcion de proteinas (Davis & Squire, 1984; Matthies, 1989) tanto en invertebrados
(Montarolo et al., 1986; Tully, 1991) como en mamiferos (Davis & Squire, 1984; Abel et
al,, 1997),

Algunos estudios sugieren que tanto el almacenamiento de informacion como la
LTP utilizan vias de transduccion similares para la regulacion de la expresion genética. Se
ha encontrado que la actividad de la cinasa PKA es necesaria para la consolidacion de
informacién (Huang et al., 1994; Abel et al., 1997). Asi mismo, se requiere de la activacion
de laexpresion de genes dependientes del factor de transcripeion CREB (cAMP responsive
element binding protein), para la consolidacién 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).

La evidencia hasta el momento mas solida a favor de una relacion entre el
aprendizaje y la LTP proviene de dos estudios realizados por dos grupos independientes, no
en ¢l rea del hipocampo, sino en la amigdala (McKerman & Schinnick-Gallagher., 1997,
Rogan et al,, 1997). 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 aprendizaje (Maren, 1996). Los resultados de estos trabajos sugieren
que ¢l condicionamiento al miedo causa incrementos de largo plazo en la eficiencia
sinaptica en la via que transmite informacion auditiva del nicleo geniculado medial del
talamo a la amigdala lateral Se encontraron modificaciones en la facilitacion ante pulsos
pareados y la oclusion de LTP en secciones obtenidas de animales entrenados, ambos
asociados a la ocurrencia de LTP. El éxito de estos estudios se debe en parte a la mayor
sencillez de la tarea y a la mejor caracterizacion del circuito sindptico del flujo de
informacién durante la adquisicion de la tarea. De manera muy similar, en 1998 Rioult-
Pedotti et al., demostraron que la corteza motora primaria de ratas adultas presentaba un

cambio en la eficiencia singptica debido a una tarca de aprendizaje de habilidad motora



(motor skill learning). Las investigaciones descritas anteriormente representan evidencias a
favor de la hipotesis de que durante ¢l aprendizaje existen incrementos en la eficiencia
sinaptica de manera similar a la LTP.

1.2.3. Mecanismos moleculares

Los mecanismos moleculares que subyacen al establecimiento y mantenimiento de
la LTP han sido ampliamente estudiados en las vias hipocampales, particularmente en la via
de las colaterales de Schaffer en la region CAl. Las vias excitatorias en el hipocampo,
como en muchas otras zonas del sistema nervioso, utilizan glutamato como neurotransmisor
(Kennedy & Marder, 1992),

Los receptores en las terminales postsindpticas que responden a glutamato pueden
clasificarse en: receptores metabotropicos, en los que la activacion da lugar a cascadas de
traduccion en el interior de la célula; y en receplores ionotropicos, los que al ser activados
son permeables a iones que ingresan a la célula. Los receptores ionotropicos se pueden
clasificar en ftres tipos de acucrdo con la activacion selectiva de ellos ante distintos
agonistas de glutamato: los receptores que responden a kainato, denominados kainicos; los
que responden a a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxaso-lepropionato (AMPA) vy los que
son activados por N-metil-D-aspartato (NMDA).

Los receptores NMDA se han asociado con el fenémeno de la LTP. Experimentos
realizados utilizando antagonistas, como ¢l APS de estos receptores que impiden su
activacion, evitan la induccion de la LTP (Collingridge et al., 1983; Harris et al., 1984).
Estos receptores se encuentran generalmente inactivos. Durante la actividad normal de las
conexiones sindpticas, las terminales presinapticas liberan glutamato en el espacio
extracelular, este neurotransmisor activa los receptores AMPA 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 magnesio, lo que impide el
intercambio ionico a través de ellos. Para eliminar este bloqueo, es necesario la
depolarizacion de la membrana, lo que ocurre por la entrada de iones a través de otros
canales como los tipos AMPA (Nowak et al., 1984; Crunelly & Mayer, 1984). Esto otorga

a los receptores NMDA la propiedad de funcionar como detectores de la coincidencia, ya



que se activan solo cuando se parea la actividad de la célula presinaptica y la
depolarizacién de la membrana en la célula postsinaptica (Bliss & Collindridge, 1993,
Malenka, 1994).

Los receptores NMDA tienen ademés la caracteristica de que al ser activados
permiten no solo la entrada de iones de sodio al interior de la célula, sino que también son
permeables al calcio, (MacDermott et al., 1986; Jahr & Stevens, 1987, Ascher & Nowak,
1988). Es la entrada de calcio a través de estos canales, y posiblemente a través de los
canales de calcio dependientes de voltaje, lo que hace posible que ocurra la LTP, al
provocar cambios en el interior de la célula.

En presencia de quelantes de calcio como BAPTA o EGTA, la activacion de los
receptores NMDA no produce una potenciacion de largo plazo (Lynch et al., 1986). Sin
embargo, el blogueo de los canales NMDA o de la entrada y/o uso de calcio, no impide la
expresion de la potenciacion de largo plazo cuando ha sido previamente inducida (Malenka
& Nicoll, 1993). La entrada de calcio al interior de la célula postsinaptica, a traves de los
receptores NMDA, activa a la proteina citosolica llamada calmodulina, que funciona como
una sefial al activar distintas vias de traduccion en el interior de la célula, haciendo posible
el mantenimiento del incremento en la eficiencia de Ja comunicacion sindptica por periodos
de tiempo prolongados, independientemente de los niveles de calcio (Kennedy & Marder,
1992).

En 1989, Robert Malenka et al. demostraron la importancia de las proteinas cinasas
(que se caracterizan por transferir grupos fosfato a sus substratos) en la potenciacion de
largo plazo. Encontraron que la LTP se bloquea con la introduccion de inhibidores de la
actividad de las proteinas cinasas. Ademas, que el mismo bloqueo se obtiene con el uso de
inhibidores especificos de las proteinas cinasas dependientes de calcio.

Kennedy et al. (1990) mostraron el papel central que juega la proteina CaM-KII
(calcium-calmodulin-dependent kinase IT); mediante la introduccion de antagonistas de esta
proteina. Estos resultados fueron apoyados por experimentos realizados en ratones
transgénicos en los que el gen codificador de esta proteina no era funcional. Sin embargo,
el papel que la proteina CaM-KII desempefia en el incremento de la eficiencia sindptica, fue
apenas descrito en 1997 (Barria et al., 1997), al demostrarse que su activacion 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 LTP que permiten su mantenimiento al menos en el mediano
plazo.

Transcripcion de proteinas

Se ha demostrado que el mantenimiento de la LTP por periodos prolongados
(mayores de una hora) es dependiente de la transcripcion de proteinas (Nguyen et al.,
1994). Si se bloquea la transcripcion de mRNA o la traduccion a proteinas, el efecto de
potenciacion decae después de una hora; sin embargo, si el bloqueo se realiza después de la
induccion de la potenciacion, este se mantiene durante la totalidad del registro, sugiriendo
que la produccion de proteinas, para mantener el aumento de la fuerza sinaptica, ocurre en
una determinada ventana de tiempo.

La busqueda de cuiles son los genes que cambian sus patrones de expresion como
resultado de la induccion de LTP, ha reportado algunos avances. Fazeli et al., (1990)
cmﬁpamron los genes obtenidos mediante electroforesis de tejidos en los que se habia
inducido LTP con tejidos ingenuos. Encontraron algunas diferencias entre los dos grupos,
sus resultados mostraron que la induccion de LTP no solo provoca el aumento en la
produccion de ciertas proteinas, sino también la inhibicién de la produccion de otras en las
células nerviosas. Esta aproximacion sin embargo tiene la desventaja de que es
técnicamente dificil establecer la identidad de los genes sobre-regulados o subregulados.

La mayoria de las investigaciones se han centrado en cambios, en el estudio de la
expresion de genes especificos basindose en resultados reportados anteriormente, que
lleven a la sospecha de que podrian ser influenciados por la estimulacion tetanica. Esto ha
llevado a que se conmozcan algunos aspectos de los mecanismos que permiten la
modificacion de la transcripeion genética luego de la aplicacion de estimulacion tetanica.

La entrada de calcio, por intermediacién de la proteina calmodulina, causa entre
otras cosas, la activacion de la glicoproteina adenil ciclasa; esta proteina produce AMP
ciclico a partir de moléculas de ATP (Kennedy & Marder, 1992). Este nucleétido es
utilizado como mensajero en un sinnimero de cascadas de transduccion celulares, desde
formas unicelulares hasta los vertebrados. Durante la induccion de la potenciacion de largo
plazo, el AMP ciclico (cAMP) producido, activa a la proteina cinasa PKA. Huang et al.,
(1994) mostraron que la potenciacion de largo plazo decae si la actividad de esta proteina



es bloqueada. Estos resultados fueron confirmados por experimentos en los que se alterd
genéticamente la actividad de la proteina (Abel et al., 1997). Al ser activada la proteina
PKA ocurre la disociacion de su unidad regulatoria de la catalizadora permitiendo la
entrada de la segunda al interior del nucleo (Hagiwara et al., 1993). Una vez en el interior,
transfiere grupos fosfatos para la activacion del factor de transcripcion CREB (Hagiwara et
al,, 1993) que participa en la modulacion de la transcripcién de una gran variedad de genes
que contienen sitios sensibles a ella, denominados CRE (cAMP responsive element) (Silva
et al,, 1998). En ratones en donde CREB habia sido inhibido genéticamente se observaron
deficiencias en la capacidad de las preparaciones para expresar LTP por periodos
prolongados (Silva et al., 1998) (Figura 7).
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' Figura 7. Mecanismos moleculares de transcripcion genética en la potenciacion de largo
plazo (Abel & Lattal, 2001).
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Entre los genes regulados por la activacion del factor de transcripcion CREB se
encuentran los receptores a glutamato tipo AMPA. Nayak et al. (1998), examinaron los
niveles de transcripcion de estos receptores, y encontraron que la produccién de estos
aumenta después de la induccion de LTP, utilizando la activacién de la via de transduccion

de la cinasa PKA; sin embargo, la transcripcion de receptores NMDA no se ve modificada.

1.24. BDNFy LTP

Algunos estudios han mostrado la importancia de los factores troficos 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
transeripcion de genes que codifican factores de crecimiento asi como moléculas de
adhesion celular podrian constituir la conexidn entre el incremento en la eficiencia sindptica
y las modificaciones estructurales en los sitios sindpticos que se han observado tras la
induccion de LTP (Edwards, 1995). Aunado a lo anterior se ha reportado 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 inducciéon de LTP en el giro dentado
hipocampal, incrementa los niveles de ARN mensajero para BDNF, asi como para el
receptor TrkB (Bramham et al., 1996; Morimoto et al., 1998). Cepas de raton 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). Se ha reportado
que la adicion de BDNF produce incrementos dramdticos de larga duracion en la
transmision sinaptica (similares a la LTP) en rebanadas o cultivos neuronales hipocampales
procedentes de roedores adultos (Levine et al., 1995; Kang & Schuman, 1995).

Las investigaciones que han utilizado combinaciones de métodos fisiologicos e
inmunoquimicos han sido dtiles para deslindar la participacion del BDNF sobre la
plasticidad sinaptica, traducido en el fenémeno de potenciacion a largo plazo (LTP), y sus
efectos asociados a la memoria. Se ha sugerido que el BDNF tiene un papel instructivo cn
la conexion sindptica ya que parece dar inicio a procesos involucrados en la estabilidad de

la fugrza sindptica (Patterson et al., 2001). Recientemente se han demostrado que la



aplicacion de BDNF exogeno aumenta la eficiencia sindptica debido al incremento de la
liberacion de glutamato en la sinapsis excitatoria (Kang y Schuman, 1995; Carmignoto et
al.,, 1997; Lessmann & Heumann, 1998; Li et al., 1998"; Bradley & Sporns, 1999; Schinder
& Poo, 2000; Taniguchi et al., 2000; Paul et al., 2001 ; Lessmann et al., 2003; Aicardi et al.,
2004). Se ha sefialado una necesaria participacion del BDNF durante el mantenimiento de
la LTP (Figurov et al., 1996; Patterson et al., 2001). Por ejemplo, se ha demostrado que
ratones con supresion en la secuencia de codificacion del gen para BDNF tienen una
reduccion significativa de la LTP en la region CAl en rebanadas hipocampales (Korte et
al.,, 1995). El BDNF modula la transmisién sinaptica y la LTP a corto plazo en las vias
colaterales de Schaffer (Patterson et al., 1996). Esta serie de investigaciones sugieren que el
BDNF juega un papel importante en la plasticidad a largo plazo en ratas adultas (Schinder
& Poo, 2000).

Los ratones con un solo alelo funcional para BDNF exhiben una deficiencia en el
aprendizaje asociada a la alteracion de 1a respuesta de la LTP (Patterson et al., 1996). Se ha
demostrado que las ratas al aprender la tarea espacial del laberinto de agua de Morris
muestran un incremento en la traduccion de la seiial para BDNF y un acoplamiento
sinaptico de la proteina sinapsina 1 en el hipocampo (Gomez-Pinilla et al, 2001). Esto
indica que el BDNF es importante para la funcion sinaptica durante el aprendizaje en las
tareas conductuales (Jankowsky & Patterson, 1999). Por otra parte 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 quantal del neurotransmisor ¢ incrementa el

nimero de vesiculas ancladas en la zona activa, en el hipocampo (Tyler & Pozzo-Miller,
2001).

1.2.5. LTP en la Neocorteza

Si bien se tiende a considerar a la neocorteza como el lugar donde tiene su 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 de células y las vias aferentes presentan una mayor segregacion, lo cual dificulta la
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interpretacion de los registros de campo, asi como la induccion de PPSE de una via aferente
bien definida (Bounomano & 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 visnal de rata y gato parece existir
una dependencia entre la edad del animal y la capacidad de induccién de la LTP, asi como
la necesidad de ampliar la gama de frecuencias y el nimero de estimulaciones tetanicas.
Por ejemplo, si en el hipocampo basta con la aplicacion de estimulos 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 & Kirkwood, 1993).

No obstante éstas complicaciones, la presencia de LTP en la neocorieza es un
hecho comprobado y cada dia se incrementa el nimero de regiones en las que ha sido
posible inducirla, como la neocorteza visual primaria de gato (Komatsu et al., 1981, 1988)
y rata (Artola & Singer, 1990; Akaneya et al., 1997; Carmignoto et al., 1997; Ying et al.,
2002), la neocorteza somatosensorial en gato (Lee et al., 1991), corteza motora en gato
(Keller et al., 1990) y en rata (Rioult-Pedotti et al., 2000), la corteza prefontral en rata
(Hirsch & Crepel, 1990) y recientemente en la corteza insular en rata (Escobar et al.,
1998a). De manera simultanea, la caracterizacion anatomica y fisiologica de las vias que

confluyen a la neocorteza facilita de manera importante este trabajo.

1.3. Corteza Insular

1.3.1. Descripcion de la Corteza Insular

La corteza insular (CI), es un 4rea neocortical ubicada en la corteza temporal
adyacente al surco rhinal, alrededor de la arteria cerebral media, en ratas comprende un area
de aproximadamente 3mm x Imm (Braun et al., 1982; Lasiter et al., 1982; Kiefer, 1985).
Se extiende dorsalmente hacia los bordes de las 4reas somatosensoriales primaria y
secundaria, posee upa region anterior que es principalmente agranular y una region

posterior con dos subregiones denominadas disgranular y granular. La CI agranular se
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fusiona imperceptiblemente con la corteza perirhinal (Paxinos & Watson, 1995). Estudios
electrofisiologicos mediante estimulacion y evocacion de sefiales 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
granular y disgranular (Travers, 1993) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema que muestra la ubicacion de la corteza insular en el cerebro de rata.

CI = corteza insular, ACM = arteria cerebral media.

Cuando se describio en un principio, se le llamo corteza gustativa o viceral, ya que
recibe informacion tanto gustativa como viceral del talamo. Ha resultado de gran interés no
solo por su participacion en ¢l 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 & Everitt, 1988; Escobar et al, 1989:
Bermidez- Rattom & McGaugh, 1991; Rosenblum et al., 1993; Yamamoto et al., 1994).
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1.3.2. Aferencias gustativas a la corteza insular

En la actualidad se cuenta con informacion bastante precisa que nos describe cual es
el recorrido anatomico que siguen los estimulos gustativos de la periferia hacia la
neocorteza, basandose en estudios anatémicos, electrofisiologicos y conductuales. Todo
comienza cuando un sabor es detectado por los receptores gustativos de la boca y
transmitido hacia la porcién anterior del nucleo del tracto solitario (NTS) en el tallo
cerebral, via los nervios craneales facial (VII) y glosofaringeo (IX) principalmente y de
manera secundaria por el vago (X). El segundo relevo del estimulo gustativo se ubica en el
nicleo parabraquial del puente, en lo que se ha denominado area gustativa del puente
(Pontine Taste Area, en inglés; PTA). 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 vy 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 empleo 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.

Para tener un marco de referencia mas amplio respecto al tipo de informacion que
procesa la CI, resulta importante destacar que nuestro primer relevo en este circuito (el
NTS) recibe también sefiales muy importantes provenientes de la rama hepatica del vago
asi como sefiales del area postrema y del sistema vestibular. Estas seiiales proveen
informacion relacionada con irritacion por intoxicacion estomacal, intoxicacion sanguinea y
sensacion de nausea, respectivamente, las cuales llegan a la CI, por lo cual se le ha
denominado corteza visceral. Ademas, se debe considerar la conectividad reciproca y
funcional de la CI 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 niicleo basolateral amigdalino (Krettek & Price,
1974; Escobar et al., 1989; Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991) (Figura 9). A partir de
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Figura 9. Vias de las aferencias gustativas hacia la corteza insular (Modificado
de Yasoshima & Yamamoto, 1998).

esto ha sido posible considerar a la CI como una estructura fundamental en los procesos de
integracion y almacenaje de informacion gustativo-visceral, capaz de dirigir conductas
motivadas por este tipo de informacion, como la evitacion o aceptacion de un alimento
dependiente de una experiencia gustativa previa (Kiefer, 1985; Bermidez-Rattoni &
McGaugh, 1991).
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1.3.3. Paradigmas de aprendizaje involucrados en la actividad de la

corteza insular

Debido a su funcion integradora de estimulos gustativos y viscerales, los primeros
estudios referentes a la memoria en la CI abordaban el condicionamiento aversivo a los
sabores (CAS). De forma natural, cualquier animal evita volver a ingerir un alimento que
le haya provocado algiin malestar gastrico con anterioridad, el individuo asocia el sabor de
ese alimento con su malestar y aprende a no ingerir nuevamente nada que posea ese mismo
sabor. En el CAS se asocia una irritacion gastrica provocada, por ejemplo, por cloruro de
litio (Li), a un sabor determinado, de manera que cuando el animal prueba nuevamente
aquel sabor, presentara una respuesta de rechazo al asociarlo con el malestar. Los sustratos
anatémicos utilizados en el aprendizaje del CAS han sido bien establecidos (Braun et al.,
1982; Kiefer, 1985).

La CI ha sido implicada en la adquisicion y almacenamiento de diferentes tareas de
aprendizaje tales como el CAS, laberintos espaciales y la prevencion pasiva (Escobar et al.,
1989, Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991; Bermidez-Rattoni et al,, 1995). En este
sentido se ha demostrado que las lesiones bilaterales en la CI afectan la adquisicion y
retencion del CAS (Yamamoto et al., 1980; Brown et al., 1982; Kiefer et al., 1982; Lasitier
et al., 1982; Kiefer et al., 1984, Dunn & Eventt, 1988; Kiefer et al., 1988. Bermudez-
Rattoni & McGaugh, 1991; Kiefer & Morrow., 1991; Kiefer & Orr, 1992; Schafe &
Bemstein, 1998). Debido a que las lesiones en la CI no producen deficiencias en la
sensibilidad gustativa o gastrointestinal, se ha sugerido que estas lesiones afectan la
representacion mnémica de los sabores y sus consecuencias gastrointestinales (Kiefer,
1985).

En estudios similares se ha observado que al combinar lesiones bilaterales en la CI
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 adquisicion y el
recuerdo de esta tarea.

Lesiones con NMDA en la regién caudal de la CI afectan el aprendizaje en el
laberinto de agua de Morris, mientras que si las lesiones se realizan en la region central se

afectan tanto el laberinto de agua como el CAS, lo que sugiere que la CI presenta una
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funcionalidad heterogénea (Nerad et al., 1996). Se ha observado que las lesiones en la CI
también dafian la adquisicion del condicionamiento inmunosupresor (Ramirez-Amaya et
al., 1996). Estudios recientes han demostrado que la actividad noradrenérgica de la corteza

insular es necesaria durante la adquisicion del CAS (Barman et al., 2000; Bermudez-
Rattoni et al., 2004).

1.4. Consideraciones generales acerca del aprendizaje y la memoria

Las investigaciones que tienen por objeto encontrar ¢l como es que se almacena la
informacion 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 &
Connors, 2001). Por definicion, el aprendizaje es el proceso por el cual adquirimos
informacién, mientras que la memoria es el proceso por el cual la informacion es
almacenada. La memoria implica cambios funcionales v estructurales en las sinapsis de los
circuitos involucrados. La consolidacion es un término que denota estabilizacion del
proceso de memoria a diferentes niveles de la organizacion cerebral. Requiere de sintesis
proteica (Dudai, 2004).

Desde Aristoteles, los filosofos occidentales han pensado tradicionalmente que el
aprendizaje se logra a través de la asociacion de ideas. Un paradigma clasico de aprendizaje
que concuerda con esta aseveracion es el condicionamiento clasico. El condicionamiento
clasico fue introducido en el estudio del aprendizaje a principios del siglo 20 por Ivan
Pavlov. La esencia es la asociacion entre dos estimulos (estimulo condicionado y el
estimulo incondicionado).

Cuando se presenta el estimulo condicionado reiteradamente en ausencia del
estimulo incondicionado se presenta un fenomeno que se conoce como extincion. Podemos
definir la extincion como una modificacién en la representacion interna de la asociacion
condicionada que permite la supresion de la respuesta condicionada, debido a un reajuste
del significado conductual en la relacion entre la asociacion previa del estimulo o el
estimulo/respuesta (Dudai, 2004), Evidencias conductuales indican que la extincion

experimental no envuelve eliminacion del trazo original, pero si conlleva un proceso de re-
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aprendizaje (Berman, 2003), La extincion tiene como resultado la formacion de una nueva

representacion interna que se externaliza a través del comportamiento (Berman, 2003).

1.5. Condicionamiento Aversivo a los Sabores

Desde hace mas de un siglo se conoce la existencia del condicionamiento aversivo a
los sabores (CAS), sin embargo es hasta 1955 cuando John Garcia formaliza este
paradigma de aprendizaje en el contexto de la neurobiologia, lo cual convierte a Garcia en
el precursor de una linea de investigacion que ha superado sus expectativas iniciales,
mostrandonos nuevos aspectos de los procesos del aprendizaje y memonia (Bures, 1998).

Es indispensable que cada ser vivo aprenda y recuerde qué lo nutre y qué lo
enferma. Resulta claro percatarse de la importancia evolutiva que ha tenido el desarrollo de
los mecanismos neuronales sumamente especializados capaces de controlar de modo
eficiente la ingesta de los alimentos y las consecuencias que ¢stos tengan para cada
organismo (Bures, 1998). Lo que hasta la fecha se conoce con respecto a este punto es la
estrecha asociacion entre los estimulos viscerales y los estimulos externos. Es de esperarse
que si un estimulo externo es asociado a una sensacion de malestar fisico la respuesta
adecuada sea evitar ese estimulo. En uno de sus primeros trabajos, Garcia y Koelling
(1966) observaron que, al parecer, solo el apareamiento entre sensaciones gustativas con
agentes causantes de irritacion gastrica y nausea, eran capaces de establecer y reforzar una
condicta aversiva hacia determinados sabores, mientras que en asociaciones con estimulos
audiovisuales la conducta no se mantenia; esto permitio pensar que la sensacion de nausea
es importante para establecer el CAS por mayor tiempo.

Actualmente se reconocen dos vias importantes para la formacion de las
sensaciones de malestar o emesis: cuando el estimulo que la origina proviene de una
irritacion gastrica, la seiial se conduce por el nervio vago hacia el NTS y de aqui se
proyecta finalmente al centro emético, situado en la formacion reticular, T.a otra via se
establece con la presencia de toxinas en la sangre, que al ser detectadas por la region
quimiosensitiva del drea postrema, inicia el reflejo emético. En ratas vagotomizadas se ha
observado que la aversion es débil cuando se induce por irritacion gastrica y que ésta se

extingue rapidamente, resaltando asi la importancia que tiene la asociacion entre los
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sintomas de malestar fisico (ndusea, dolor, vomito, diarrea) y el sabor de las sustancias
ingeridas para la adquisicién y mantenimiento del CAS (Kiefer, 1985). Entre las
caracleristicas que convierten al CAS en un valioso paradigma de aprendizaje, se
encuentran: el conocimiento que se tiene de las principales estructuras involucradas en la
transferencia y asociacion de los estimulos que inducen al CAS vy la factibilidad y ubicuidad
del efecto conductual (Kiefer, 1985),

Entre las similitudes que presenta el CAS con respecto al condicionamiento clasico,
es posible mencionar su tendencia a generalizar (la aversion a un sabor se extiende a ofros
alimentos o sustancias con sabores muy 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 suele ser resistente), y que el condicionamiento es muy fuerte
cuando el estimulo condicionado es novedoso. Cuando por experiencias previas el
organismo reconoce a un estimulo condicionado como seguro, el desarrollo de la respuesta
condicionada ante este estimulo se ve retardada y este fendmeno es conocido como
inhibicion latente. Algunas de las caracteristicas mas importantes del CAS son su
selectividad hacia los estimulos gustativos, el que un solo entrenamiento basta para obtener
una fuerte respuesta aversiva ante un sabor novedoso, y algo muy peculiar es el que sea
posible la asociacion entre el estimulo condicionado (EC) y el estimulo incondicionado (EI)
cuando entre ambos median tiempos bastante amplios, desde minutos hasta horas
(Bernstein, 1991).

Es sobresaliente esta peculiaridad del CAS con respecto a la temporalidad entre la
presentacion del EC y el EI. Bures (1998) postula Ja formacion de una 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 al EI y formar la memona
guslativa a largo plazo.

La formacion de la memoria de largo plazo de CAS requiere de multiples
mecanismos neuromodulatorios y sefiales de transduccion en la CI (Naor & Dudai, 1996,
Rosenblum et al., 1997; Berman et al., 1998; Berman et al., 2000). Esto involucra a
receptores colinérgicos, glutamatérgicos, B-adrenérgicos, asi como a la cascada de MAPK
(mitogen associated protein kinase) (Berman & Dudai, 2001; Dudai, 2004).
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Experimentos recientes han reportado que igual que la consolidacion, la extincion a
largo plazo del condicionamiento aversivo a los sabores (CAS) requiere de nueva sintesis
de proteina en la corteza insular (Berman & Dudai, 2001; Berman, 2003). En ausencia de
un entrenamiento de extincion, el aprendizaje adquirido a través del CAS puede durar hasta

meses sin decremento significativo (Berman, 2003).
1.5.1. La amigdala y el CAS

La amigdala es una estructura constituida por un agregado neuronal de forma
almendrada localizada en la region ventral del l6bulo temporal, entre la capsula interna y el
hipotalamo. La amigdala posee una estructura celular compleja donde ha sido posible
distinguir de modo general, dos masas nucleares: el grupo nuclear corticomedial,
filogenéticamente antiguo, conformado por los nicleos medial, central y cortical; y el grupo
nuclear corticobasal, region filogenéticamente reciente, constituida por los nicleos basales
y temporales (Bermidez-Rattoni & Yamamoto, 1998).

La amigdala ha sido relacionada frecuentemente con las funciones emotivas, mas
que con las cognitivas (LeDoux, 1993). Se ha observado que la estimulacion de diferentes
areas de la amigdala se vincula a cambios en el sistema nervioso auténomo, en particular a
cambios asociados con la expresion de miedo y ansiedad (Davis et al., 1992). Reacciones
como el incremento en la presion sanguinea, dilatacion de la pupila y salivacion son
mediadas por las proyecciones del nicleo central de la amigdala. Se ha considerado a la
amigdala como un enlace entre estimulos y recompensas (Gaffan & Murray, 1992), como
la base neuroanatomica de los cambios neurales que subyacen a la memoria afectiva (Davis
et al., 1992) o bien, como una estructura capaz de regular el almacenaje de informacion en
oftras regiones cerebrales siempre que sea activada por un estimulo emocional; esto es, que
la amigdala es capaz de fortalecer las memorias al relacionarlas con su significado
emocional (McGaugh et al., 1990),

Se ha visto que la amigdala es el punto de convergencia de la informacion
proveniente tanto del estimulo condicionado como del estimulo incondicionado en el “foot
shock™ (Clugnet et al., 1990; Lynch, 2004). Las lesiones en la amigdala han sido asociadas

con efectos adversos en la realizacion de pruebas de aprendizaje como la prevencion pasiva
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(Liang et al., 1990; McGaugh et al., 1990), la potenciacion al reflejo del miedo (Falls et al.,
1992), y la prevencion activa (Bermiidez-Rattoni et al., 1997).

La evidencia experimental ha logrado establecer un estrecho vinculo entre la
amigdala y su participacion en el CAS. Richardson (1973) observé que la estimulacion de
los niicleos basolateral o corticomedial de la amigdala produce inhibicion en el consumo de
alimentos. Lasiter (1983) demostro la presencia de proyecciones amigdalocolticales entre la
neocorteza gustativa y los nicleos lateral y basolateral de la amigdala. En la actualidad es
bien conocido que la CI recibe proyecciones directas provenientes del nicleo basolateral
amigdalino (Bla) y que ambas estructuras contribuyen decisivamente a la formacion y
retencion de la memoria asociada a sabores (Bermadez-Rattoni et al., 1997; Bermudez-
Rattoni & McGaugh, 1991; Miranda & McGaugh, 2004). Asi mismo, se ha observado que
al lesionar el Bla se altera la respuesta de la aversion al sabor, mientras que las lesiones en
el niicleo central de la amigdala no producen un efecto similar (Yamamoto et al., 1995;
Morris et al., 1999). Esto sugiere una participacién decisiva del Bla en ¢l CAS, lo cual se
sustenta ain mas si consideramos la interconectividad reciproca y funcional existente entre
éste niicleo y la CI (Escobar et al., 1989),

1.6. BDNF, LTP, CAS y CI

Como se expresd en lineas anteriores, la participacion de la CI en los procesos de
aprendizaje y memoria es decisiva, en particular en pruebas de aprendizaje motivadas
aversivamente como el CAS y la prevencion pasiva (Escobar et al, 1989; Bermidez-
Rattoni et al., 1995; Bahar et al., 2004). En la actualidad, se tiene un conocimiento claro de
las aferencias que recibe esta estructura, siendo de particular interés las provenientes del
nicleo basolateral amigdalino (Bla) (Krettek & Price, 1974; Escobar et al, 1989,
Bermudez-Rattoni et al., 1997). Por ofra parte, la induccion de la LTP en la amigdala se
encuentra bien documentada, y de hecho, existe una clara caracterizacion del circuito
sindptico que participa en el flujo de informacion durante el condicionamiento al miedo
(Maren, 1996; Rogan et al., 1997). Ambas estructuras, la C1 y la amigdala contribuyen a la
formacion y retencion de la memoria asociada al malestar gastrico (Bermudez-Rattoni &

MeGaugh, 1991; Bermudez-Rattoni et al., 1997). Recientemente, Escobar et al., (1998a)
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lograron inducir la LTP in vivo en la CI mediante la estimulacion de alta frecuencia de las
aferentes provenientes del Bla, el incremento en la respuesta sindptica de esta via se
conserva por un periodo de por lo menos una hora y su induccién puede ser bloqueada por
la aplicacion de antagonistas a los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA, como el CPP
(acido —-3(-2 carboxipiperazin-4-yl)-propil-1-fosfonico) y el MK-801 (maleato de
dizocilpina). Resultados similares fueron hallados por Jones et al., (1999). Cabe mencionar
el que no fue necesaria la aplicacion de mmhibidores GABAérgicos para obtener este
incremento en la respuesta sinaptica. Estos resultados son de particular interés debido a
que demuestran que las modificaciones en la eficiencia sindptica dependientes de actividad
estan presentes en la corteza insular, sugiriendo que la LTP de la via Bla-CI constituye un
posible mecanismo para las funciones mnémicas realizadas por la Cl.  Recientes
investigaciones han demostrado 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).

En virtud de que el BDNF se encuentra ampliamente involucrado en la modulacion
de cxpresiones de plasticidad sindptica tales como incrementos de la eficiencia y
reorganizacion sinaptica, y puesto que las cascadas metabolicas que se desencadenan tras
su interaccion con el receptor TrkB convergen en la modulacion de la transcripeion génica
descrita, resulta altamente probable su participacion en los procesos de aprendizaje y
memoria (McAllister et al., 1999; Tyler et al., 2002; Yamada et al., 2002). De manera que,
la convergencia entre los patrones de sefializacion 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 sindptica implicados en los procesos
de aprendizaje y memoria.

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Este estudio pretende probar la influencia que ejerce el BDNF, sobre los cambios en
la fortaleza de la transmision sindptica que se traducen en el fenomeno de potenciacion a

largo plazo de la neurotransmision neocortical in vivo, asi como su contribucion sobre las

funciones cognitivas en las que interviene la neocorteza insular.
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la aplicacion de antagonistas a los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA, como el CPP
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el que no fue necesaria la aplicacion de inhibidores GABAérgicos para obtener este
incremento en la respuesta sinaptica. Estos resultados son de particular interés debido a
que demuestran que las modificaciones en la eficiencia sinaptica dependientes de actividad
estan presentes en la corteza insular, sugiriendo que la LTP de la via Bla-CI constituye un
posible mecanismo para las funciones mnémicas realizadas por la CI.  Recientes
investigaciones han demostrado 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).

En virtud de que el BDNF se encuentra ampliamente involucrado en la modulacion
de expresiones de plasticidad sinaptica tales como incrementos de la eficiencia y
reorganizacion sinaptica, y puesto que las cascadas metabolicas que se desencadenan tras
su interaccion con el receptor TrkB convergen en la modulacion de la transcripcion génica
descrita, resulta altamente probable su participacion en los procesos de aprendizaje y
memoria (McAllister et al., 1999; Tyler et al., 2002, Yamada et al., 2002). De manera que,
la convergencia entre los patrones de sefializacion activados por BDNF/TtkB 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.

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Este estudio pretende probar la influencia que ejerce el BDNF, sobre los cambios en
la fortaleza de la transmision sindptica que se traducen en el fenomeno de potenciacion a
largo plazo de la neurotransmision neocortical in vivo, asi como su contribucion sobre las

funciones cognitivas en las que interviene la neocorteza insular.
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I11. OBJETIVOS

En virtud de los antecedentes antes expuestos, en el proyecto abordamos:

1) El andlisis de la participacion del BDNF en la generacion de la LTP neocortical, en
particular de la proyeccion que va del nicleo basolateral amigdalino a la corteza
insular, in vivo.

2) La exploracion de los efectos que tiene ésta neurotrofina sobre las funciones
cognitivas efectuadas por la corteza insular, en particular sobre el condicionamiento
aversivo a los sabores.

3) La caracterizacion de parte de los mecanismos involucrados en la accion del BDNF
sobre expresiones de la plasticidad sinaptica neocortical tales como la LTP y el

CAS, empleando antagonistas de los receptores TrkB.

IV. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El presente estudio consta de dos fases experimentales, cuya metodologia general se
describe a continuacion.

4.1. Metodologia general

4.1.1. Sujetos. Los sujetos empleados en el presente estudio fueron ratas macho de la
variedad Wistar con pesos entre 300 y 350g. Los sujetos experimentales se mantuvieron
desde su llegada al bioterio y durante los experimentos. en cajas individuales de acrilico
con agua y alimento ad libitum (excepto en las fases experimentales que especifiquen lo

contrario), y en un ciclo de luz-obscuridad 12:12 hr con una temperatura promedio de 21%

4.1.2. Electrofisiologia. Durante los procedimientos quirtirgicos y electrofisiologicos, los
animales fueron anestesiados con pentobarbital (50 mg/kg IP), suministrando inyecciones
suplementarias del mismo (25 mg/kg) a intervalos de 1 hr a fin de mantener los niveles

quirirgicos de anestesia. Las respuestas corticales fueron registradas utilizando un
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electrodo monopolar de acero inoxidable (diametro 0.005", Medwire, Chicago, IL)
colocado en la CI (AP +1.2 mm; ML + 5; DV-5.5) Paxinos & Watson (1995). Las
respuestas fueron evocadas a través de la estimulacion directa de los nicleos amigdalinos,
empleando electrodos bipolares de acero inoxidable (diametro 0.005", Medwire, Chicago,
IL) colocados en las coordenadas correspondientes al micleo basolateral amigdalino (AP -
2.8 mm; ML + 5; DV-8.5) Paxinos & Watson (1995). La estimulacion (pulsos monofasicos
de 50-70 pA 'y 0.1-0.25 mseg de duracion) fue suministrada por un estimulador Grass S48.
Las respuestas evocadas fueron amplificadas utilizando un amplificador Grass P5 y la sefial
fue digitalizada para almacenamiento y analisis en una computadora provista de software
BrainWave (Datawave Co). La LTP fue analizada a través de la medicion de la amplitud y

la pendiente de los potenciales postsinapticos excitatorios de campo.

4.1.3. Canulacién. El procesamiento quirurgico de los sujetos se llevo a cabo utilizando
procedimientos estereotéxicos convencionales, y consistio en la implantacion bilateral de
guias canula de acero inoxidable de 1 ¢cm de largo y 0.022 pulgadas de calibre bajo el efecto
de anestesia (Nembutal 50 mg/kg; via intraperitional). Las coordenadas empleadas fueron
AP =+12 mm.; ML = +5.0 mm.; DV =-2 mm (Paxinos & Watson, 1995). Los extremos
de las guias canula fueron colocadas Smm arriba de la CI; se fijaron al craneo usando
acrilico dental de secado rapido (Figura 10). Un estilete de alambre de acero inoxidable fue
colocado en el interior de las canulas con el fin de proteger su luz de obstrucciones con
material orgdnico durante el periodo de entrenamiento. El periodo post-operatorio tuvo una
duracion de una semana, tras la cual se inicio el entrenamiento del CAS.

Para todos los grupos, las microinyecciones 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 3mm por debajo del
extremo inferior de la canula, alcanzando asi la region correspondiente a la CI. Los
microinyectores fueron conectados mediante tubos de polietileno a jeringas Hamilton de
10pl. Las microinyecciones fueron dosificadas mediante una bomba de microinfusion
(Camegie Medicine, 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 solucion en el tejido.

e gula canula

MCreinyector —- oo

Figura 10. Esquema en un corte coronal que muestra la posicion de las guias canulas
utilizadas para la infusion de los farmacos dentro de la corteza. CI = corteza insular, Cpu =
putamen caudado.

4.1.4. Condicionamiento Aversivo a los Sabores. Las ratas fueron privadas de agua
durante 24 horas previas al entrenamiento, que consiste en dos sesiones diarias de 10
minutos, durante Ias cuales las ratas bebian agua ad libitum, estas sesiones que constituyen
la linea base de los experimentos correspondientes tuvieron una duracion de cuatro dias.
Hacia el quinto dia, el agua fue substituida por una solucién 0.1% de sacarina seguida 20
min. después de una inyeccion intraperitoneal de LiCl (0.2M; 9.37ml/Kg), con la finalidad
de inducir aversion al sabor. Después de cuatro dias méds con sesiones de linea base el agua
se substituyé nuevamente por una solucion de sacarina al 0.1%, para probar la aversion
durante la sesion de prueba. El porcentaje de variacién con respecto al volumen basal

consumido, fue el parametro a registrar y analizar. En el presente proyecto se emplearon
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varias sesiones de prueba, a fin de deslindar los efectos sobre la retencion de la tarea
(Figura 11).

Condicionamiento Aversivo a los Sabores

Linea Base

Agua
(:' Adquisicion
" sacarina
10 minutos al dial 5 dias
ju——

. ‘ Pruebas de Extincion
=

T w
inyeccion

b delLiCl

C - =
Presentacion del EC en
ausencia del El

Figura 11. Esquematizacién del procedimiento empleado durante el entrenamiento en el
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS).

4.1.5. Histoquimica de Nissl. Una vez se concluy6 la fase conductual del experimento, los
animales fueron sacrificados mediante una sobredosis del anestésico pentobarbital. Se
procedi6 a la perfusion intracardial de los sujetos canulados con solucion salina al 0.9%
seguida por solucion fijadora de paraformaldehido 4%/ glutaraldehido 0.1% en PBS pH

7.4. Los cerebros fueron extraidos y almacenados para su postfijacion en paraformaldehido
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4%/ glutaraldehido 0.1% durante 24 horas a 4°C. Transcurrido este periodo, fueron
almacenados en una solucion de sacrosa al 30% en PBS hasta que alcanzaron una densidad
mayor a la de la solucion. Sélo entonces los cerebros fueron congelados y rebanados en
cortes coronales de 40 pm. Los cortes se montaron en portaobjetos de cristal bafiados de
gelatina y cromoalimina. Las muestras fueron tefiidas con violeta de cresillo y examinadas
en un microscopio de luz, con el fin de verificar que la posicion de la punta del

microinyector estuviera en la region correspondiente a la CL.

4.1.6. Inmunohistoquimica para BDNF. Una vez se concluy6 la fase electrofisiologica
del experimento, los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis del anestésico
pentobarbital. La perfusion se efectué transcardinalmente con 100ml de PBS 0.1M (pH
7.6) seguido por 400 ml de paraformaldehido al 4%/glutaraldehido 0.2% en fosfato buffer
0.1M (pH 7.6). El periodo de exposicion a los fijadores durante la perfusion fue de 30 min,
seguido por un periodo post-fijacion de 24 hr a 4°C. Los cerebros fueron entonces
transferidos a una solucion de sucrosa al 30% en PBS 0.1M (pH 7.6). Secciones coronales
de 40pm fueron colectadas en buffer fosfato, e incubadas de 3 — 5 dias en el anticuerpo
primario, anti-BDNF, (1:500; Sigma) a 4°C. Para revelar el anticuerpo se utilizo el método
de inmunoperoxidasa-complejo avidina-biotina, brevemente, las secciones fueron lavadas
en PBST e incubadas por 1 hr en el anticuerpo secundario (1:200; Vectastain ABC Elite
Kit), lavadas nuevamente e incubadas por 1 hr en el complejo avidina-biotina-peroxidasa.
La marca de peroxidasa fue revelada por la reaccion con diaminobenzidina (DAB) en
50mM de Tris, pH 7.6/0.01% H202 [0.6 ml DAB (10mg/ml) 30 ml PBS 0.1 molar y 5 pul de
H202]. Por tltimo se lavaron tres veces en un solucién de PBS al 0.3% Triton X-100 por 20
minutos en cada ocasion. La reacciéon inmunohistoquimica fue desarrollada usando un
equipo Vectastain ABC Elite. Finalmente las secciones fueron montadas en portaobjetos

de cristal bafiados en gelatina y cromoaliimina, y analizadas al microscopio.
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4.1.7. Fase I: Participacién del BDNF en la generacién de la LTP

neocortical

Con el proposito de analizar la participacion de la neurotrofina BDNF en la
generacion y modulacion de la LTP neocortical in vivo, empleamos el modelo de LTP de la
proyeccion nucleo basolateral amigdalino a la corteza insular (Bla-CI) que hemos
caracterizado recientemente (Escobar et al., 1998a). En esta fase a fin de explorar la
generacion, substituimos la estimulacion tetanica de alta frecuencia generadora de la LTP
en esta proyeccion, por la administracion intracortical de BDNF (3pg/3ul/hemisferio;
Alomone Labs, Jerusalem); administrados a través de electrodos de microinfusion
consistentes en canulas de acero inoxidable de calibre 33, recubiertas por epoxilita,
acopladas a un tubo de polietileno por medio de un anillo de acero inoxidable bafiado con
teflon (diametro de 0.005 pulgadas). El tubo de polietileno fue conectado a una jeringa
Hamilton de 10 pl, la cual en su momento fue accionada por una bomba de microinfusion
(Carnegie Medicine, MA) a una velocidad de flujo de 1ul/5min. En los grupos control se
administraron voliimenes similares a los antes descritos de PBS (3pg/3pl); Citocromo-C,
una proteina con caracteristicas estructurales similares a las del BDNF, pero sin actividad
trofica (3pg/3pl; Sigma, St. Louis, MO) y BDNF + K252a, un inhibidor de los receptores
Trk, (3ug de BDNF/3ul de K252a a 20 uM; Alomone Labs, Jerusalem) (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de flujo del procedimiento experimental de la Fase 1.

4.1.8. Fase I1. Participacion del BDNF en el CAS

Durante el analisis de los efectos que la induccién de la LTP dependiente de
neurotrofinas tiene sobre las funciones cognitivas efectuadas por la neocorteza cerebral, se
emplearon animales provenientes de grupos experimentales similares a los descritos
anteriormente. Los animales provenientes de los grupos asi procesados fueron entrenados
en la tarea de condicionamiento aversivo a los sabores (descrita en la metodologia general).

Recientemente se ha sugerido que la LTP contribuye a incrementar la retencion de
la memoria en algunas tareas conductuales (Izquierdo & Medina, 1995; Escobar &
Bermiidez-Rattoni, 2000), por lo que durante la etapa conductual se deslindaron los efectos

de las neurotrofinas sobre el aprendizaje y la retencion de esta tarea, efectuando para ello
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varias sesiones de extincion. En los experimentos conductuales se contd con grupos

controles intactos aunados a los experimentales y controles descritos. (Figura 13).

> Administracién de agua
2 veces al dia/10 min

Sustitucion de agua por solucién de
sacarina al 1%, seguido 20 minutos
después de la administracion de
LiCl (0.4M, 9.37ml/kg peso)

Sustitucion de agua por
l »  solucién de sacarina al 1%

Figura 13. Diagrama de flujo del procedimiento experimental de la Fase II.

V. RESULTADOS

5.1.1. Fase 1: Participacion del BDNF en la generacion de la LTP

neocortical

Tras de la microinfusion de BDNF los valores de los PPSE en el grupo BDNF se
elevaron gradualmente con respecto a su linea base alcanzando a una meseta hacia las 2
horas. Por su parte los grupos VEH, CYT-C, BDNF + K252a, no mostraron cambios

significativos respecto a sus lincas base (Figura 14).
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Figura 14. Efectos de la microinfusion aguda de BDNF sobre las respuestas evocadas de la proyeccion
(Bla-CI) in vivo. (a), (b), (c) y (d) graficas de las respuestas evocadas (PPSE) en la corteza insular
provenientes de animales que recibieron PBS como vehiculo, Citocromo C, BDNF y BDNF + K252a,
respectivamente. Tras la infusion de BDNF los valores de la pendiente de los PPSE se elevaron
significativamente por encima del registro basal con un curso que inicia 15 minutos después de la
administracion e incrementa gradualmente hasta alcanzar una meseta estable hacia las dos horas post-
infusion. A la izquierda se muestran trazos significativos de PPSE de la CI inmediatamente antes y 170

minutos después de la infusion. Las barras indican el periodo de infusion. Escala: 9ms, 0.5mV.

1
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Los PPSE de la CI tras de la infusion de BDNF mostraron una amplitud promedio
de 0.44 + 0.003 mV y una pendiente de 0.126 + 0.002 (media + S.EM.). El ANOVA de la
pendiente de los PPSE revelo una diferencia altamente significativa entre los grupos, F =
296.23; p<0.0001. Los resultados de la prueba post-hoc de Fisher mostraron una diferencia
significativa del grupo BDNF con respecto al resto de los grupos (p<0.0001). Por su parte,
los grupos VEH, CYT-C y BDNF + K252a no mostraron diferencias significativas entre si.
Hacia las 2 horas post-infusién, tiempo en el cual se alcanzan valores asintdticos de
crecimiento, los cambios porcentuales de la pendiente de los PPSE fueron respectivamente
para cada uno de los grupos de: 163.73 + 0.48 (BDNF); 101.42 + 0.37 (VEH); 99.36 + 0.56
(CYT-C); 102.35 + 1.36 (BDNF + K252a) (media + S.EM.).

Con el fin de observar el grado de difusion de la microinfusion de BDNF en la
corteza insular, se empled la inmunohistoquimica contra BDNF. El analisis
inmunohistoquimico revela una fuerte inmunoreactividad en torno al sitio de microinfusiéon

de la neurotrofina (Figura 15).
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Figura 15. Corte coronal de la corteza insular de rata procesado con anti-BDNF, mostrando
la distribucion del BDNF en torno al sitio de microinfusion (3pg/3ul, 15 min). CPu:

caudado putamen, cc: cuerpo calloso. Escala Imm.
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5.1.2. Fase II: Participacion del BDNF en el CAS

Durante la etapa conductual se deslindaron los efectos del BDNF sobre la retencion
de esta tarea, efectuando para ello nueve sesiones de extincion. En los experimentos
conductuales se contd con grupos controles intactos (CON) aunados a los grupos descritos
en la fase anterior. Para demostrar la correcta posicion de la punta del microinyector los
cerebros procedentes de los distintos grupos, fueron procesados de acuerdo a la técnica de

Nissl y analizados al microscopio de luz (Nikon, Japon) revelando su correcta posicion
(Figura 16).

Figura 16: Corte coronal que demuestra la correcta posicion de la punta del microinyector.

CI = corteza insular; rf = fisura rhinal.
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Cabe mencionar que los animales canulados que no presentaron una posicion

adecuada fueron excluidos del analisis experimental (Figura 17).

Figura 17. Representacion esquematica de los registros histologicos. Los puntos sefialan
la posicion de la punta de los microinyectores en la corteza insular. CI: corteza insular,

Cpu: caudado putamen.

No existieron diferencias significativas entre los cinco grupos (CON (n = 7); PBS
(n=7); CYT-C (n=6); BDNF+K252a (n = 7); BDNF (n = 9)) durante el consumo basal de
agua (linea base), ni durante ¢l consumo de la solucién de sacarina durante la sesion de
adquisicion del condicionamiento aversivo a los sabores. Por el contrario, se observaron
diferencias significativas entre los grupos durante la retencion de la prueba, como se
aprecia en la Figura 18 durante las sesiones de extincion. El ANOVA de medidas repetidas
reveld diferencias significativas entre los grupos F (431) = 31.55, p<0.0001. El analisis post-
hoc empleando la prueba de Fisher mostré 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 la tercera, cuarta, quinta,
sexta (p<0.0001) y séptima sesiones de extincion (p<0.05) (Figura 18).
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Consumo de la solucién de sacarina durante la adquisicion y nueve sesiones de
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Figura 18. Participacion del BDNF en Ia retencion del CAS durante la adquisicion y nueve sesiones de
extincion. La grafica muestra el curso del consumo porcentual de la solucion de sacarina respecto a la linea
base durante la sesion de adquisicion (ADQ) y las sesiones de extincién (T 1-T9) de los grupos CON
(control), PBS (vehiculo), CYT-C (Citocromo-C), BDNF (BDNF) y BDNF + K252a (BDNF+K252a). Se
sefialan diferencias significativas durante la lercera, cuarta, quinta, sexta y séptima sesion entre el grupo
BDNF y los grupos restantes (**p<0.0001, *p<0.05).
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El ANOVA factorial para cada una de las sesiones de extincion revela que durante
la primera sesion de extincion puede apreciarse que el grupo BDNF + K252a presenta
diferencia significativas (*p<0.05) con respecto a los grupos CYT-C y BDNF, en tanto que
durante la segunda sesion de extincion se observa que existen diferencias significativas
(*p<0.001) entre el grupo BDNF + K252a con respecto a los demas grupos (Figura 19). 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 enddgeno del sistema.

% de consurno respecto a la finea basal (E.8.)

con ris CYTC BONF BONF+I252a

CoN e VTS BONF FDHF#H252a

Figura 19. Efectos de Ja infusién de BDNF previa al entrenamiento del CAS durante la primera (A) y
segunda sesiones (B) de extincion. Se observan diferencias significativas, en la primera sesion entre el grupo
BDNF + K252a, con respecto a los grupos CYT-C y BDNF, (*p<0.05). Se observan diferencias significativas

en la segunda sesion de extincion entre el grupo BDNF + K252a con respecto a los demas grupos,
(*p<0.001).
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Psicologia, Freud y Neurociencias

Desde hace varios aflos la psicologia cognitiva y la neurobiologia se han
preocupado por trabajar de manera interdisciplinaria para entender mejor la complejidad de
los mecanismos moleculares que subyacen a los procesos mentales. Conceptos como el de
plasticidad sinaptica y la LTP fueron descritos bajo la luz de la psicologia por Sigmund
Freud en 1895.

Sigmund Freud es considerado una de las figuras mas significativas del siglo 20
debido a su teoria psicoanalitica. Sin embargo su trabajo no se basé exclusivamente en el
psicoanalisis, dedico parte de su conocimiento a la neurociencia cognitiva. En un
manuscrito (no concluido) escrito en 1895 titulado: “Project for a Scientific Psychology”,
Freud desarroll6 su teoria acerca de la posibilidad de la representacion a nivel sinaptico de
la memoria, describiendo entre ellos varios aspectos de la LTP. Este trabajo escrito medio
siglo antes que el de Donald Hebb (1949), expone varios conceptos que posteriormente
Hebb definio. El proposito principal de éste trabajo era proveer bases neurobiologicas a
las funciones psicologicas.

En el primer capitulo titulado “Dynamic polarization”, Freud afirma que la
comunicacion neuronal obedece a una organizacion de redes neuronales y sostiene que las
neuronas no estan conectadas al azar, sino, de manera precisa, coincidiendo con la idea de
Cajal. En un subsiguiente capitulo, Freud propone su teoria acerca de que la memoria se
encuentra representada en el cerebro como “una alteracion permanente originada por un
evento”, casi un siglo después esta idea fue confirmada por Bliss y Lomo (1973).

Una de las hipétesis descritas por Freud en su manuscrito contempla la idea de que
la memoria tiene sus propios sustratos neuronales y la posibilidad de inducir de manera
selectiva y permanente la facilitacion sinaptica de estas redes de neuronas. Los cambios en
la fortaleza y 1a eficiencia de la transmision sinaptica (expresados en la hipétesis de Freud)

se han descrito en afios recientes tanto en 4reas corticales como subcorticales del cerebro
(Centonze et al., 2004).
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BDNF en el aprendizaje y la memoria

Se sabe que el BDNF juega un papel importante en el desarrollo cortical
dependiente de actividad asi como en la regulacion de la excitabilidad cortical (Akaneya et
al., 1997; Carmignoto et al., 1997; Rutherford et al., 1998; McAllister et al., 1999; Jiang et
al, 2001). Los resultados de este estudio muestran que la microinfusion intracortical de
BDNF potencia la transmision sinaptica de la proyeccion amigdalo-cortical (Bla-CI) en
ratas adultas anestesiadas. Esto constituye una demostracion in vivo de potenciacion de la
transmision sinaptica inducida por neurotrofinas en la corteza insular, una region
neocortical implicada en la adquisicion y el almacenamiento de tareas de aprendizaje
aversivo (Bermudez-Rattoni & McGaugh, 1991, Bermudez-Rattoni et al., 1995; Escobar et
al., 1998, 1998b; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000). Estos resultados concuerdan con
aquellos estudios en los cuales la aplicacion de BDNF produjo una potenciacion en la
transmision sinaptica excitatoria en la corteza visual tanto in vivo como in vitro (Akaneya
et al, 1997; Carmignoto et al., 1997; Jiang et al., 2001). En estos estudios altas
concentraciones de BDNF produjeron una aguda potenciacion de la transmision excitatoria
basal (Carmignoto et al., 1997), en tanto que bajas concentraciones de la neurotrofina
facilitaron la induccion de LTP producida por estimulacion tetanica (Akaneya et al., 1997).
La potenciacion en nuestro estudio fue debida a la infusion de BDNF en dosis similares a
aquellas utilizadas por Messaoudi et al., 1998 y por Ying et al., 2002 en el hipocampo.

Resulta interesante mencionar que los estudios en la corteza visual in vivo indican
que el BDNF incrementa la transmision sindptica excitatoria en ratas jévenes, pero no en
adultas (Jiang et al., 2001). En el presente estudio se encontro que la infusion intracortical
de BDNF en la corteza insular potencia la transmision de la proyeccion Bla-Cl en ratas
adultas. Esta discrepancia puede deberse en parte a la distribucion diferencial de las
variantes del receptor TrkB en la neocorteza (Jiang et al., 2001). De hecho la aplicacion
exogena de BDNF presenta una variedad de efectos que dependen del estadio de desarrollo
de la preparacion, asi como del periodo de aplicacion (crénica o aguda).

La activacion de la via de sefializacion BDNF/TrkB afecta la formacion de la

memoria, implicando a la cadena de MAPK (Yamada et al., 2002). Los resultados de este
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estudio mostraron que el BDNF no potenci6 la transmision sindptica cuando fue aplicado
en combinacion con K252a. Esto sugiere que la potenciacion de largo plazo en la corteza

insular debida a la presencia de BDNF es mediada por la activacion de receptores Trk.

Mecanismos moleculares desencadenados por el BDNF

Los estudios que se han realizado acerca de los mecanismos moleculares que se
desencadenan tras la interaccion del BDNF con su receptor (Finkbeiner et al.,, 1997;
Patapoutian & Reichardt, 2001; Minichiello et al., 2002; Ying et al., 2002), muestran la
activacion de patrones de sefalizacion que involucran tres proteinas principalmente:
MAPK, fosfolipasa-C (PLC) y fosfoinositol-3-fosfato cinasa (PIK3). Posteriormente, estas
proteinas activan cadenas de eventos moleculares que culminan con la translocacion al
nicleo (Gunn-More & Tavare, 1998; Patapoutian & Reichardt, 2001), una vez en el
interior, transfieren grupos fosfato para la activacion de CREB, quien a su vez interactua
con CRE (cAMP responsive element). Entre las proteinas que se activan durante esta
cascada de sefalizacion se encuentran la sinaptobrevina y la sinaptofisina (Yamada et al.,
2002) las cuales intervienen en la modulacion del numero de vesiculas que se anclan a la
terminal presinaptica, induciendo asi la liberacion de mas neurotransmisor (Li et al., 1998).

Recientes experimentos indican que la seiializacion BDNF/TrkB converge en la via
MAPK a través de la activacion de ERK (extracelular signal-regulated kinase) para
incrementar la transmision sinaptica in vivo, asi como el aprendizaje dependiente del
hipocampo y la neocorteza (Messaoudi et al., 2002; Tyler at al., 2002; Ying et al., 2002).
Investigaciones realizadas por Jones y colaboradores en 1999, sefialan que la LTP
neocortical origina la activacion de ERK. Se ha reportado asi mismo que el incremento de
la expresion de ARNm para BDNF tiene lugar en conjunto con el incremento de sinapsina
y del receptor TrkB, lo cual sustenta modificaciones tanto pre como post-sindpticas
(Gomez-Padilla & Kesslak, 2001). La convergencia entre los patrones de sefializacion
activados por BDNF/TrkB y por la estimulacion 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.



BDNF y CAS

Se ha visto 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; Kesslak et al., 2003). En el presente estudio se observo que
la infusién aguda de BDNF en la corteza insular aumenta la retencion de la tarea del CAS.
Estos resultados sugieren la participacion del BDNF en los mecanismos que subyacen al
almacenamiento de informacion llevado a cabo por la corteza insular. En concordancia con
lo anterior, Kesslak et al., (2003) demostraron que la disminucion de ARNm para BDNF
afecta la adquisicion de tareas de aprendizaje espacial (Kesslak et al., 1998; Ma et al., 1998,
Mizuno et al., 2000

En el presente estudio se observo que la presencia de esta neurotrofina es requerida
para prolongar la retencion del CAS en concordancia con aquellos estudios en los que el
BDNF endogeno es requerido para la formacion de la memoria de corto y largo plazo en
tareas aversivas (Johnston & Rose, 2001; Alonso et al., 2002). De manera similar se ha
involucrado al BDNF y su receptor de alta afinidad TrkB en la formacion de la memoria
espactal en el hipocampo (Mizuno et al., 2003). Experimentos realizados inhibiendo al
BDNF o a su receptor debilitan o anulan 1a LTP, asi como la retencion 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
demés grupos, durante la primera y segunda sesiones de extincion (Figura 19), lo que
sugiere la influencia del bloqueador de los receptores Trk aun sobre las acciones de la
neurotrofina endégena del sistema. Lo anterior subraya el que en los mecanismos que
subyacen a la retencion de Ia informacion en la corteza insular participa la activacion del
BDNF en combinacién con su receptor. La literatura reporta numerosos hallazgos en los
que la presencia de BDNF exogeno incrementa la transmision sindptica a través de sus
receptores Trk en neuronas hipocampales, mientras que la presencia de la combinacion
K252a bloquea la depolarizacion de la membrana mediada por el BDNF (Kafitz et al.,
1999; Levine et al., 1995).
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BDNF, CAS. CI. LTP

El presente estudio mostré 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. El anlisis estadistico muestra que el grupo infundido con BDNF no
presentd diferencias significativas en la adquisicion de la tarea, sin embargo, exhibe un
periodo de extincion mas prolongado, lo que subraya la participacion de esta neurotrofina
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 ¢l 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 neocortical asociada
a los procesos de adquisicion y almacenamiento de diversas tareas aversivas como el
condicionamiento aversivo a los sabores (Bermiidez-Rattoni & McGaugh, 1991; Escobar et
al.,, 1998; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000). El decremento en la curva de retencion del
CAS debido a la infusion de K252a enfatiza la participacion de los receptores de alta
afinidad.

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 concuerda con
los hallazgos del presente trabajo considerando la convergencia de los mecanismos
celulares desencadenados por la LTP inducida tanto por estimulacion 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 interaccién entre
un organismo y su medio ambiente (Tyler et al., 2002). Estos resultados muestran que los
efectos de la administracion intracortical de BDNF in vivo en la corteza insular sobre la
retencion del CAS, son similares a los producidos tras la induccion de la LTP en la via Bla-
CI debido a la infusion de BDNF.

Rosenblum, Meiri & Dudai (1993) mostraron que la microinfusion de anisomicina

(inhibidor de la sintesis protéica) en la corteza insular previo al entrenamiento del CAS



bloquea la adquisicion de esta tarea. En concordancia con lo anterior, en estudios
preliminares realizados en nuestro laboratorio se administrd anisomicina antes de la
microinfusion de BDNF buscando bloquear las acciones de esta neurotrofina, de manera
similar a los trabajos reportados previamente. Nuestros resultados preliminares muestran
un decremento en la curva de retencion del CAS en el grupo al cual se le administro
anisomicina. Estos resultados preliminares subrayan la participacion de la sintesis protéica
como parte de los mecanismos involucrados en las acciones del BDNF sobre la plasticidad
sinaptica neocortical.

En conclusion, el presente estudio demuestra que la microinfusion de BDNF en
ratas adultas in vivo induce potenciacion de largo plazo de la eficiencia sinaptica en la
corteza insular, asi como incremento en la retencion del CAS. Estos resultados apoyan el
concepto de que el BDNF juega un papel importante como mediador sinaptico de la

plasticidad sinaptica dependiente de actividad en la neocorteza adulta in vivo.
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Abstract

Recent studies suggest that brain-derived neurotrophic factor (BDNF) plays a critical role in long-term synaptic plasticity in the adult
brain. Previous studies on the insular cortex (IC), a region of the temporal corlex implicated in the acquisition and storage of different

aversive leaming tasks, have dem d that temnic stimulati

of the basol 1 nuak

of the amygdala (Bla) induces an A-methyl-0-

aspamtc (NMDA)-depmdml form of long-term polmnnnnn (LTP) in the IC of adult rats in vivo. Here, we show that acute intracortical

infusi ofBDNF a lasting p
an in vivo denx jon of neurotrophin-ind

on of synaptm efficacy in the Bla—IC projection of anesthetized adult rats. This constitutes

that BDNF could be a synaptic messenger mvolved in activity-d

d px n of synapti

in the neocortex. These findings support the concept

synaptic plasticity.
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Neurotrophins play diverse roles in regulating neuronal
structure, fimction and survival during development and into
adulthood [6,15,21,22]. Recent studies suggest that one of the
neurotrophins, brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
plays a critical role in Jong-term synaptic plasticity in the
adult brain [33]. BDNF acutely enhances glutamatergic
synaptic transmission [19,20] and increases phosphoryla-
tion of the NR2B subunit of the N-methyl-o-aspartate
receptor (NMDAR) in post-synaptic densities isolated from
cortex and hippocampus 25}, NMDAR-dependent long-
term potentiation (LTP) is associated with the upregulation
of BDNF and its receptor TrkB in the hippocampus of
awake freely moving rats [7,9], as well as in hippocampal
slices [29]. In BDNF knockout mice, LTP is markedly
impaired, but the changes are restored by either adenovi-
rus-mediated transfection [23] or by the bath application of
BDNF [30). Moreover, application of exogenous BDNF to

* Corresponding author. Tel: +52-55-56220555x41227; fax: +52-55-
56222310

E-mail address: mescobar@cotreo. unamamx (M.L. Escobar).
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slices enhances electrically induced LTP in rodent hippo-
campus [14]. In a series of studies using bath perfusion of
BDNF onto hippocampal slices, Kang and Schuman [19 20]
and Kang et al. [21] demonstrated long-lasting enhancement
of transmission at Schaffer collateral-CA1 synapses. Fur-
thermore, using intrahippocampal infusion of BDNF in the
intact rat, a robust long-lasting potentiation has been ob-
served at perforant path-granule cell synapse in the dentate
gyrus [27,38].

BDNF and its high-affinity receptor TrkB are alumdantly
expressed in neurons of the neocortex of the mammalion
brain [37]. BDNF influences the development of patterned
conmections and the growth and complexity of dendrites in
the cerebral cortex [35,36]. Electrophysiological recordings
made in slices obtained from visual cortex have implicated
BDNF in syneptic plasticity during the critical period for the
formation of ocular dominance columns [26]. BDNF par-
ticipates in the activity-dependent scaling of cortical synap-
tic strength and adjusts the relative balance of cortical
excitation and inhibition {32]. BDNF enhances the magni-
tude of LTP induced by tetanic stimulation in the visual
cortex {1,16]. In addition, BDNF induces a long-lasting
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potentiation of synaptic transmission in the visual cortex of
young rats both in vitro {1] and in vivo {17].

The insular cortex (IC) is a region of the temporal cortex
in the rat that has been implicated in the acquisition and
storage of different aversive learning tasks, such as condi-
tioned taste aversion (CTA), spatial maze and inhibitory
avoidance [3,4]. The IC receives direct projections from the
basolateral (Bla) amygdaloid nucleus {3,5,24], and it is well
established that both the amygdaloid complex and the IC
contribute to the formation and retention of gustatory
memories [3,5]. Recently, we showed that in vivo tetanic
stimulation of the basolateral nucleus of the amygdala
induced LTP in the insular cortex of adult rats, significantty
increasing synaptic responses to low-frequency stimulation
during a period of at Jeast 1 h after training. Tetanus-
induced LTP jn this preparation was blocked by the
application of NMDA receptor antagonists, suggesting that
IC displays LTP through the activation of the NMDA
receptors [11,12,13]. These results were confirmed by Jones
et al. [18].

In the present study, we used acute intracortical infusion
of BDNF to assess directly the effect of this neurotrophin on
synaptic efficacy in the Bla-IC projection.

A total of 18 male Wistar rats, weighing 350-380 g,
were used in this experiment. They were housed individ-

Fig. 1. Schematic representation of the amygdalo-cortical projections and the electrode pl howing the stimulated (S) and

ually under a 12/12-h light—dark cycle, with food and
water ad libitum and an average room temperature of 22
°C. IC responses were isolated similarly as previously
described [11,13]. Briefly, animals were anesthetized with
Nembutal (50 mg/kg, i.p.) and given supplemental Nem-
butal injections (25 mg/kg) at 1-h intervals to maintain a
surgical level of anesthesia. Body temperature was mamn-
tained at 35° C with a heating pad. IC responses were
recorded unilaterally by using a monopolar microinfusion
electrode placed at the following stereotaxic coordinates
(AP +1.2 yom, ML 5.5 mm, DV — 5.5+ 0.2) {31]. Micro-
infusion 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 steet wire (0.005-in. diameter, Med-
wire, Chicago, IL). Polyethylene tubing was attached to a
10-u] Hamilton syringe that was driven by a microinfusion
pump (Camegie Medicin, MA). Responses were evoked
using a stainless steel bipolar electrode (0.005-in. diameter,
Medwire) (Fig. 1) via direct and unilateral stimulation of
the Bla at the following coordinates: AP —2.8, ML - 5.0,
DV -8.5+0.2 [31]. Constant current stimulation (50-70
uwA monophasic pulses of 0.1-0.25 ms duration) was
provided by a Grass S48 stimulator and delivered to the
stimulating electrode through a Grass Stimulus Isolation

ded (R) sites in 2

coronal plane. La, lateral amygdaloid nucleus. Bla, basolateral amygdaloid nucieus. BM, basomedial amygdaloid nucleus. Cpu, caudate putamen. Hip,

hippocampus. IC, insular cortex.
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Unit (PSIUG). The evoked responses were amplified on a
Grass P5 series AC. preamplifier, filtered at 0.1-10 Hz,
digitized (10 poinw/ms) and stored for offline analysis
using BrainWave software (DataWave, Broomfield, CO).
The IC-evoked responses were measured by obtaining the
field EPSP slope measured 1-3 ms after the EPSP onset.
The current intensity that elicited a 50% maximal response
was determined and used for all subsequent stimulation.
Low-frequency responses were then evoked once every 20
s throughout a 20-min baseline period, after which solu-
tions were infused and evoked responses were collected for
3 h. EEG was monitored during the whole experiment. LTP
was calculated as a percentage of change with respect to the
mean slope of the field potentials before infusion.

The animals were divided mto the following treatment
groups: (1) vehicle group (VEH, n=4), which underwem
surgery, had electrodes implanted and received intracortical
infusion of phosphae buffer solution (PBS, 3 pJ, 15 min) as
vehicle after 20 min of baseline recording; (2) cytochrome ¢
group (CYT-C, n =5), which received the same treatment as
the VEH group and PBS-containing recombinant cytochrome
¢ from yeast, a proiein with similar physical and chemical
properties as BDNF (3 pug/3 pl, 15 min, Sigmaa, St. Louis,
MO); (3) BDNF group (BDNF, n=5), which received the
sare treatment as the VEH group and PBS-containing BDNF
(3 ug/3 pl, 15 min, Alomone Labs., Jerusalem); and (4)
BDNF plus K252a group (BDNF + K252a, n=4), which
received the same treatment as the BDNF group in combi-
nation with K252a, an inhibitor of Trk receptor tyrosine
kinases (3 pg of BDNF/3 pl of K252a 20 uM, 15 min,
Alomone Labs.). K252a was prepared at a concentration of
20 uM with dimethyl sulfoxide (DMSO) {17). Upon com-
pleting the experiments, animals were histologically ana-
lyzed to verify the location of the injector tip. To clarify
to what degree exogenously applied BDNF spread into the
cortex around the recording electrode after the infusion for
IS min, the cortex was stained immunohistochemically
with an anti-BDNF antibody in animals that were treated
in a similar manner as the BDNF group. The insular
cortex was sectioned ip a microtome at 40 pm thickness.
The tissue was incobated with the primary anti-BDNF
antibody (1:500; Sigma) in PBS contaming 0.3% Triton
X-100 for 3 days at 4 °C. Sections were washed three
times as above and incubated with a biotinylated anti-
mouse antibody (1:200) for 2 h in the same buffer as the
primary antibody. The immunochistochemical reaction was
developed using the Vectastain ABC Elite kit (Vector
Laboratories, Burlingame, CA).

The IC field EPSP consisted of small 0.27 + 0.005 mV
(means + S.E.M.) potentials elicited with 50~70 pA current
pulses, and bad an onset of 2—3 ms and a peak at approxi-
mately 7-9 ms, with an average slope of 0.077 & 0.002
(means + $.E.M.) in agreement with previous results
[11,12,18]. After BDNF infusion, EPSP slope values were
significantty elevated above baseline at 15 min, and climbed
gradually to a stable plateau at 2 h. In the present experiments,

the maxinmum recording period after infusion was 3 h. No
changes were observed in controls receiving only buffer
medium, buffer containing cytochrome ¢ or BDNF in com-
bination with K252a (Fig. 2). Representative EPSP responses
from IC during the stable plateau after BDNF infusion show
an amplitude of 0.44 3 0.003 mV and slope of 0.126 1 0.002
(means + S.E.M.) (Fig. 2). ANOVA analysis for slope
increases revealed highly significant differences between
groups, Fy 4 =296.23; p<0.0001. The Fisher’s test showed
significant differences between the BDNF group and the all
of the other groups (p<0.0001), but the VEH, CYT-C and
BDNF +K252a groups were not statistically significant from
each other. At 2 h post-infusion, the changes in EPSP siope
for the BDNF, VEH, CYT-C and BDNF+K252a groups
were 163.73 +£0.48, 101.42 +0.37, 99.36 +0.56 and

Percent change EPSP slope

0 50 100 150 200
Time (min)

Fig 2. Effects of acute brain-derived neurotrophic factor (BDNF) wfusion
on amygdalo-cortical (Bla-iC) resp in vivo, Plot of insular cortex
cvoked respouses from mimals that seceived PBS (VEH, a), cylochrume
(3 pg/3 ul) (CYT-C, b), BDNF (3 /3 ) (BONF, c) and BONF+K252a
(3 ug/3 ul) (BDNF +K2522, d). After BDNF infusion, EPSP slope values
weze significantly elevated above baseline at 15 min and climbed gradually
to a stable platesn ot 2 b, No changes were observed in the VEH, CYT-C
and BDNF+K252a groups. The top of cach graph shows IC fadd
potentials (avesage of four sweeps) obtained immediately before and 170
min after the infusion. The percent change in EPSP slope for the VEH,
CYT-C. BDNF+K252a and BDNF groups 2-h pos-infusion were
101.42 £ 0.37, 99.36 + 0.56, 102.35 = 136 and 163.739 £ 0.48 (means +
S.8.M.), respectively. Bars indicate the infusion period (15 min) Scake
bar: 9 ms, 0.5 mV,
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102.35 + 1.36 (means + S.E.M.), respectively. BDNF-in-
duced potentiation was not associated with afterdischarges
or other overt epileptiform activity as assessed by the con-
tinuously recorded neocortical EEG. To clarify to what
degree exogenously applied BDNF spread into the cortex
around the recording electrode after the infusion for 15 min,
the cortex was stained immunohistochemically with an anti-
BDNF antibody in animals treated in a similar manner as the
BDNF group. Strong immunoreactivity was only seen around
the BDNF infusion site (Fig. 3).

It is well known that BDNF plays an important role in
activity-dependent cortical development and in the regula-
tion of cortical excitability [1,8,17,26,32]. The present
results show that acute intracortical microinfusion of BDNF
potentiates transmission at the amygdalo-cortical projection
(Bla-IC) of apesthetized adult rats. This constitutes an in
vivo demonstration of neurotrophin-induced potentiation of
synaptic transmission in the insular cortex, a neocortical
region that has been implicated in the acquisition and
storage of different aversive leaming tasks [3,4,10,11,12].
The potentiation is robust and develops in the absence of

Fig. 3. Tissue distribution of infused BDNF. Representative coronal section
of the rat insular cortex showing the distribution of BDNF immunestaning
at 15 rain after BDNF microinfusion (3 pg/3 ul, 15 min). The cortical area
into which BDNF diffused is stained dark. Cpu, caudate putamen. o<,
Corpus callosum. Scale bar, 1 mm.

epileptiforma activity. The present findings in the insular
cortex in vivo, are in agreement with studies in which
application of BDNF produced 2 potentiation of excitatory
synaptic transmission in the visual cortex both in vivo and
in vitro [1,8,17]. In these studies, a high concentration of
BDNF produced an acute potentiation of basal excitatory
synaptic transmission [8), and low concentrations of BDNF
facilitated tetanus-induced LTP [1]. It is interesting to note
that the studies in the visual cortex in vivo indicate that
BDNF enhances excitatory synaptic fransmission in young
rats but not in adults [17]. In the present study, we found
that acute intracortical infusion of BDNF in the IC poten-
tiates transmission at the Bla-IC projection of anesthetized
adult rats. This discrepancy may be due at least in part, to a
differential distribution of TrkB receptor varants in the
neocortex [17]. In fact, exogenously applied BDNF has a
variety of effects that depend on the developmental stage of
the preparation and the method of application. For instance,
chronic effects on synaptic transmission appear lo be
different from acute actions and to require lower concen-
trations of neurotrophins [33]. Ln the present in vivo study,
the potentiation was elicited by acute infusion of BDNF at
doses similar to those used by Messaoudi et al. [27] and
Ying et al. [38].

It is considered that memory processes involve short and
long-term changes in symaptic communication, including
alterations in electrical propenies and structural modifica-
tions. As BDNF significantly modulates both forms of
synaptic changes, it may play an important role in leaming
and memory [26,34,36). Although the signaling pathways
whereby BDNF/TrkB activation affects leaming and mem-
ory formation remain to be determined, the mitogen-acti-
vated protein kinase (MAPK) signaling pathway appears to
be involved [36]. In our experiments, BDNF did not
potentiate synaptic transmission when it was applied in
combination with K252a. This suggests that the long-
lasting potentiation of field potentials by BDNF in the
insular cortex is mediated by activation of Trk receptor
tyrosine kinases. In thus regard, recent experimental evi-
dence indicates that BDNF/TkB signaling converges on
MAPK pathway through the activation of ERK (extracel-
lular signal-regulated kinase) to enhance excitatory synaptic
transmission in vivo, as well as, hippocampal-dependent
learning in behaving animals (28,34,38]. In (act, the Bla-IC
LTP elicits the activation of cortical ERK [18]. Previous
findings demonstrated the involvement of the same molec-
ular mechanisms in the same cortical area during taste
learning [2]. Thus, synaptic and behavioral plasticity seems
to share common molecular mechanisms in the insular
cortex [18].

In summary, the present study shows that acute intra-
cortical microinfusion of BDNF in anesthetized adult rats
induces a lasting potentiation of synaptic efficacy in the
insular cortex, an area that has been implicated in the
acquisition and storage of different aversive learning tasks.
These findings support the concept that BDNF plays an
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important roie as synaptic messenger of activity-dependent
synaptic plasticity in the adult neocortex m vivo.
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