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RESUMEN

Desde la perspectiva de las neurociencias, el aprendizaje es definido como la adquisicion de nueva
informacion, en tanto que la memoria es el proceso mediante el cual dicha informacion es almacenada (Bear
et al., 2001). Segin Baddeley, la memoria consta de las siguientes fases: adquisicién, consolidacién y
evocacion (Baddeley, 2001, citado por Riegler, 2005; Bear, 2001). Numerosas evidencias experimentales
muestran que la sintesis de nuevas proteinas es necesaria durante la fase de consolidacion (Nader y Hardt,
2009; Dudai, 2002; Barrientos et al., 2002; Kandel, 2001; Davis y Squire, 1984; McGaugh, 1966).
Recientemente se ha observado que la sintesis proteica de novo es requerida en diversas fases temporales
después de la adquisicion, puesto que la administracion de inhibidores de sintesis de proteinas en periodos
prolongados después del entrenamiento deteriora la persistencia del trazo mnémico (Igaz et al., 2002;
Romero-Granados et al., 2010). Sin embargo, esta cuestion ain no ha sido explorada en regiones
neocorticales como la corteza insular, considerada el relevo final de la via gustativa. El factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) es una neurotrofina que ha emergido como potente
mediador molecular de los procesos celulares que subyacen al almacenamiento de informacion.
Recientemente se ha observado que la microinfusién intrahipocampal e intracortical de BDNF es capaz de
revertir el déficit sobre la consolidacion de informacidn, ocasionado por la administracién de un inhibidor de
la sintesis de proteinas (Bekinschtein et al., 2008; Moguel-Gonzélez et al., 2008). Por lo anterior, el objetivo
general de la presente investigacion fue identificar diferentes ventanas temporales en las cuales se requiere de
sintesis proteica de novo que coadyuve al almacenamiento de la informacion aversiva al sabor por periodos
prolongados, asi como analizar la participacion del BDNF durante tales procesos. La memoria aversiva fue
evaluada a través del paradigma de condicionamiento aversivo a los sabores (CAS). El proyecto se dividi6 en
dos fases experimentales dentro de las cuales se establecieron objetivos particulares. Durante la primera fase
se exploraron ventanas temporales especificas: a las 3, 5, 7 y 12 horas post adquisicion del CAS con el fin de
ubicar aquellas en las cuales se requiere de sintesis de nuevas proteinas para el mantenimiento de la
informacion aversiva al sabor, para lo cual se emple6 anisomicina (un inhibidor que bloquea la actividad de la
peptidil transferasa en el ribosoma, impidiendo de esta manera la sintesis de proteinas). En la segunda fase, se
analizaron las ventanas temporales que resultaron susceptibles al tratamiento con anisomicina evaluando la
participacién del BDNF en la persistencia de la memoria de largo plazo del CAS. Nuestros resultados revelan
que a las 5 y 7 horas después de la adquisicion del CAS se requiere de sintesis de nuevas proteinas para el
mantenimiento de la memoria aversiva al sabor. Asimismo, se observa que la administracién de BDNF dentro
de las citadas ventanas temporales revierte el déficit en la memoria ocasionado por la anisomicina. La
presente investigacién muestra evidencia de que la sintesis de nuevas proteinas es requerida en regiones
neocorticales como la corteza insular, incluso horas después de que la informacién ha sido consolidada. De
igual manera, muestra que el BDNF es un producto esencial de estas oleadas de sintesis proteica y una

neurotrofina fundamental para la persistencia de la memoria.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de la evolucién, el hombre y otras especies han sufrido varias
modificaciones estructurales y funcionales en su Sistema Nervioso que les han
permitido subsistir debido a su aptitud para vencer la presion de la seleccion natural.
Todo ello se da gracias a la capacidad de las células (y del sistema en si) para
adaptarse a cambios en el ambiente externo o interno, a la experiencia previa, o a las
lesiones. Cuando este fenomeno tiene lugar en el Sistema Nervioso Central (SNC)

se le denomina plasticidad cerebral (Gispen, 1993).

Esta adaptacidn al medio es factible debido a los procesos de aprendizaje y memoria
que poseen los organismos, ya sea vertebrados o invertebrados. Asi, para los fines
de esta investigacion, unicamente abordaremos el tema de la plasticidad cerebral
desde la perspectiva de dichos procesos. El estudio de los mecanismos plasticos
sobre los cuales se sustentan el aprendizaje y la memoria se realiza desde varios
niveles de analisis, y ha sido posible gracias a la generacién de diversos paradigmas
y modelos importantes para su evaluacion a nivel conductual; asi como al avance en
disciplinas como la biologia molecular y la bioguimica, que nos han permitido
develar los mecanismos moleculares que subyacen a estos procesos. En el presente
estudio empleamos el paradigma de condicionamiento aversivo a los sabores
(CAS), para identificar diferentes ventanas temporales en las cuales se requiere de
sintesis de nuevas proteinas que contribuya al mantenimiento de la memoria
aversiva al sabor por periodos prolongados. Analizando asimismo la participacion
del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés)

durante tales procesos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Aprendizaje y memoria: Consolidacion

El aprendizaje es el nombre que se le da al proceso por el cual se adquiere nueva
informacion y es observado a través de los cambios potenciales o relativamente
permanentes. Por su parte, la memoria es definida como retencion de la informacion
previamente aprendida (Bear et al., 2001). Para su estudio, la memoria ha sido
categorizada con base en una linea temporal, asi como en términos cualitativos de la
informacion (Figura 1). Por su parte, Baddeley indica que una de las fases de las

que consta la memoria es la consolidacion (Baddeley, 2001, citado por Riegler,

2005).

Clasificacion
cualitativa

}

Clasificacion
temporal

}

Memoria declarativa. Es la
memoria de los hechos y
acontecimientos, accesible a la
conciencia y expresada
verbalmente:

o  Episodica

o  Seméantica
Memoria de procedimiento. Se
refiere a las habilidades y
conductas que son adquiridas y
ejecutadas al pareceré
automaticamente.

o Habilidades motoras

o  Asociaciones

Memoria inmediata o de corto
plazo. Mantiene la informacion
por fracciones de segundos, es de
capacidad limitada.

Memoria de trabajo. Multiples
areas cerebrales retienen la
informacion durante breves
periodos de tiempo, y prestamos
atencion a éstos a medida que
surge la necesidad, para lograr un
objetivo.

Memoria de largo plazo.
Mantiene el almacenamiento de
informacion por dias, semanas, e
incluso por toda la vida, no
requiere repeticion continua.

Figura 1. Clasificacion temporal y cualitativa
de la memoria (Bear et al., 2001).

Diversos hallazgos reportan que despues de la adquisicion,

periodo en el cual es susceptible de ser alterada por la administracién de farmacos

la memoria pasa por un




~3~

como los barbitaricos (McGaugh, 1966), aplicacion de electro shocks (Leonard y
Zavala, 1964), asi como distractores, traumas craneo encefalicos o lesiones en areas
del cerebro implicadas en el almacenamiento de la informacién, como la amigdala
(Dudai, 1996). Dichas observaciones experimentales, los casos clinicos, asi como
los modelos experimentales generados que han permitido el estudio de las diferentes
fases de la memoria, han favorecido la idea de que la memoria es almacenada a
corto plazo y selectivamente trasladada a un almacén de largo plazo a través de un
proceso al cual se le ha denominado consolidacion, siendo ésta una etapa de

transicion entre la memoria de corto a largo plazo.

La consolidacion es definida como un proceso de estabilizacion, dependiente del
tiempo, que favorece eventualmente un almacén permanente de una memoria
adquirida (Nader y Hardt, 2009). Durante esta fase, nuevas memorias son
susceptibles de ser alteradas y una memoria nueva, inicialmente fragil, es
transformada en una memoria estable y robusta (Robertson et al., 2004). La
propuesta del requerimiento de esta fase para generar un trazo de memoria estable
se desarrollo desde principios del siglo XX con Miiller y Pilzecker, quienes
propusieron que la formacién de una memoria permanente toma tiempo, y que
durante este tiempo, la memoria es vulnerable de ser interrumpida (Muller y
Pilzecker, 1900; citado por Bekinschtein, 2007). Se ha mostrado que la memoria no
es un proceso unico, al menos en los vertebrados se divide en dos fases.

1) Independiente de sintesis de proteinas que en términos temporales es corta
con respecto a la otra fase, denominada memoria de corto plazo.

2) Dependiente de sintesis de proteinas, y/o de la transcripcion de ARNmM
(&cido desoxiribonucléico mensajero), que implica una retencion de la
informacion durante tiempos mas prolongados, denominado a esta fase
memoria de largo plazo. Esta fase es sensible a la administracion de

inhibidores de sintesis de proteinas.

Asimismo, la consolidacion se divide en dos tipos: consolidacién a nivel celular o

sinéptico, la cual es rapida e implica eventos moleculares y celulares tempranos que
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ocurren inmediatamente después del entrenamiento y no van mas alla de horas o
dias; y consolidacion de sistemas, que es lenta e implica la participacion de
diferentes regiones neocorticales y su interaccion con estructuras del Iébulo
temporal medial reorganiza el material de informacion reciente (Medina et al.,
2008).

El empleo de farmacos posteriores a la fase de adquisicion, como inhibidores de
sintesis de proteinas tales como la cicloheximida, puromicina y emetina (Alberini,
2008) han revelado que la inhibicion de sintesis de proteinas no impide la
adquisicion de la tarea, sin embargo, deteriora el establecimiento a largo plazo de la
informacion. Dichos estudios apoyan la idea de que hay dos fases de memoria: una
fase de corto plazo y una de largo plazo, y que la sintesis de nuevas proteinas es

requerida para la consolidacion (McGaugh, 2000; Dudai y Eisenberg, 2004).

La anisomicina es un inhibidor potente, estructuralmente especifico y reversible que
bloquea la actividad metabdlica y los efectos fisiologicos de las peptidil
transferasas, las cuales son enzimas que catalizan la adicion de aminoacidos para la
formacion de péptidos durante la sintesis proteica, por lo que su administracion, al
inhibir el proceso de trascripcion, impide la sintesis de nuevas proteinas requeridas
para la consolidacién del aprendizaje de una tarea (Grollman, 1967; Figura 2). Con
relacion a esto, diversos grupos de investigacion han estudiado a fondo las
propiedades de la anisomicina, asi como su contribucion en el deterioro de la
memoria durante diversos paradigmas de aprendizaje. En este sentido, se ha
demostrado que este inhibidor tiene un periodo de actividad de varias horas, cuyo
pico de accion para alcanzar la inhibicion del 90% de la sintesis proteica esta entre
los 20 y 30 minutos después de su administracion (Davis y Squire, 1984;
Rosenblum et al., 1993). Recientemente se ha observado que la infusion de
anisomicina en diferentes regiones corticales, varia en cuanto a su periodo de
actividad, dependiendo del tipo de administracion que se realice. Por ejemplo, el
efecto de la inyeccion intraperitoneal de anisomicina es revertido hasta por 6 horas

después de su administracion, mientras que tanto la administracion subcutanea
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como la microinfusion local en el hipocampo, impiden la sintesis de nuevas
proteinas hasta por 9 horas (Wanisch y Wotjak, 2008). Varios estudios demuestran
que la administracion de inhibidores de sintesis de proteinas, como la anisomicina,
produce un deterioro en la fase de consolidacion de la memoria (Nader y Hardt,
2009; Dudai, 2002; Barrientos et al., 2002; Kandel, 2001; Davis y Squire, 1984;
McGaugh, 1966). Al ser administrada en regiones como el nucleo lateral de la
amigdala, interfiere con la consolidacion del condicionamiento al miedo (Schafe y
LeDoux, 2000); mientras que su infusion intrahipocampal ocasiona un déficit en la
memoria espacial (Rodriguez-Ortiz et al., 2008). De igual forma, su administracion

en la corteza insular deteriora la memoria al sabor (Rosenblum et al., 1993).

ARN mensajero

ngNA) =
— = -
- .
cadena proteica
en crw-mic?()
- 4 by
A
Ve
ARNm sale N
del nicleo @ 3

citoplasma

Figura 2. Proceso de sintesis de proteinas en donde se observa la funcién de las enzimas peptidil
transferasas. Se observa en la figura los diversos pasos de los cuales consta la sintesis de proteinas. En la
poarte superior de la figura se observa la fase de transcripcidn, la cual es el proceso de copiado de la
informacion contenida en el ADN cromosomal durante la sintesis de ARN mensajero (ARNm). EI ARNm
llega a los ribosomas en donde se hace una lectura de la informacién contenida para comenzar la sintesis de
proteinas, proceso que es denominado traduccion. Dentro de la fase de traduccion, especificamente durante la
elongacion de la cadena polipeptidica (la cual es inducida por la activacion de las enzimas peptidil
transferasas), la anisomicina actda bloqueando la actividad metabdlica y los efectos fisiolégicos de estas
enzimas (Raven et al., 2006).
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Los estudios experimentales que revelaron la importancia de la sintesis proteica de
novo para la fase de consolidacion, solo se habian realizado a través de la
administracion de inhibidores de sintesis de proteinas en tiempos cercanos al
entrenamiento o antes de la adquisicion. En afios recientes ha surgido una teoria
denominada reactivacion sinaptica propuesta por Tsien y Wittenberg, dentro de la
cual se postula la existencia de circuitos de retroalimentacion proteica en ventanas
temporales especificas, que permite el fortalecimiento del trazo mnémico y por
ende, el almacenamiento de informacién por periodos prolongados. Segun estos
autores, un solo evento molecular después de la adquisicion de la informacion no es
suficiente para la estabilizacion de la memoria por periodos prolongados
principalmente por tres razones: 1) la mediacion de la consolidacion de la memoria
de largo plazo a cargo del hipocampo, ocurre en una fase temporal de semanas en
ratones (Anagnostaras et al., 1999; Kim y Fanselow, 1992; Riedel et al., 1999; Zola-
Morgan y Squire, 1990; citados por Tsien y Wittenberg, 2002) y de afios en
humanos (Kritchevsky y Squire, 1989; Squire et al., 1989; Haist et al., 2001; citados
por Tsien y Wittenberg, 2002); 2) aunque la inhibicion de sintesis de proteinas
produce un déficit en la memoria de largo plazo, fendmenos como la recuperacién
espontanea favorecen el rescate de la memoria sobre un curso temporal de semanas,
como se ha reportado en estudios con animales amnésicos; 3) las estructuras
sinapticas en el cerebro adulto no son estacionarias y las proteinas son producidos
reiteradamente (Tsien y Wittenberg, 2002). Es importante mencionar que la
hipotesis central de la “reactivacion sinaptica” indica que un reforzamiento repetido
de las modificaciones sinapticas post-entrenamiento, denominado reentrada de
reforzamiento sinaptico, es esencial para la consolidacidn y el mantenimiento de la
memoria en el largo plazo. En este sentido, la reactivacion de un ensamble neural en
el hipocampo durante el periodo de consolidacion resulta en multiples circuitos de
reforzamiento sinaptico que requieren de la reactivacion de los receptores NMDA?
(entre otras proteinas) durante las semanas iniciales después del entrenamiento
(Wittenberg, et al., 2002).

! Los receptores NMDA. N-metil-D-aspartato son un subtipo de receptores glutamatérgicos permeables al Na*, K* y
Ca?.
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En apoyo a esta teoria han surgido varios trabajos, como el de Igaz y colaboradores
en el 2002, en el cual demuestran que para que la memoria aversiva se mantenga en
el largo plazo se requiere de la sintesis de ARNm durante dos fases temporales: la
primera se presenta inmediatamente después del entrenamiento, mientras que la
segunda tiene lugar entre las 3 y 6 horas después de la adquisicion. Por su parte,
Bekinschtein y colaboradores en el 2007 encontraron que la persistencia de la
memoria aversiva requiere de una fase dependiente de sintesis de proteinas que se
da en el hipocampo y que tiene lugar 12 horas después de la adquisicion. En el
mismo sentido, algunos reportes sefialan que ademas de al momento del
entrenamiento o antes de éste, una segunda ventana de tiempo de sintesis de
proteinas se encuentra relacionada con la permanencia de la memoria. Esta ventana
abarca de las 4 a las 5 hrs después del entrenamiento en los paradigmas de
discriminacion del brillo en ratas (Grecksch y Matthies, 1980) y evitacion pasiva en
pollos (Freeman et al., 1995). De igual forma, Romero-Granados y colaboradores
(2009), reportaron que la administracion sistémica de anisomicina afecta el
mantenimiento de la memoria de reconocimiento de un objeto, luego de que este
inhibidor se administra 30 minutos antes, durante, o 4 horas después del
entrenamiento. Sin embargo, contrario a estos hallazgos, Meiri y Rosenblum (1998)
reportan que la anisomicina sélo tiene efecto cuando es administrada 20 minutos
antes del desempefio de la tarea y no en otra ventana de tiempo antes o después de

la evaluacion.

Como hemos visto, los estudios reportados hasta el momento han replanteado la
idea sobre concebir a la fase de consolidacion de la memoria como un proceso
unitario y referirnos a €l mas bien como un proceso reiterativo que requiere de una

reactivacion constante de sintesis proteica.
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2.2. Condicionamiento aversivo a los sabores (CAS)

El proceso de aprendizaje ocurre en varias especies y en diferentes circunstancias.
Debido a ello se ha generado una clasificacion de este proceso dentro de la cual se
encuentran: a) el aprendizaje no asociativo, en el que los organismos se habitdan o
sensibilizan a los estimulos; b) el aprendizaje incidental y procesos relacionados,
aqui el término “incidental” significa la ausencia de una situacion instructiva
identificable, asi el aprendizaje ocurre porque la situacion tiene una importancia
potencial significativa; c¢) el aprendizaje asociativo, en donde los organismos
aprenden relaciones entre eventos en el mundo, incluso entre estimulos, o entre
estimulos y acciones (Dudai, 1989). El estudio a nivel conductual de los procesos
de aprendizaje y memoria ha sido posible gracias al desarrollo de una gran
diversidad de paradigmas. En este sentido, un paradigma para evaluar la memoria
aversiva es el condicionamiento aversivo a los sabores (CAS). Este es un
condicionamiento asociativo donde el sabor sirve como estimulo condicionado y el
malestar gastrico como estimulo incondicionado, de manera que un estimulo
gustativo adquiere la capacidad de inducir una respuesta condicionada. Este tipo de
condicionamiento es relevante porque la supervivencia de un organismo esta
basada, entre otras cosas, en la capacidad de aprender y recordar que un alimento
ingerido fue seguido de un malestar, y de esta forma predecir el potencial dafiino de
cualquier otro alimento que tenga atributos similares evitando su consumo. John
Garcia y colaboradores (1955) describieron por primera vez que las ratas
desarrollan aversion a soluciones dulces cuando éstas son seguidas de la aplicacion
de rayos gamma. Posteriormente, el estimulo aversivo utilizado fue el cloruro de
litio (LiCl), el cual produce un malestar gastrico debido a la activacion del nervio
vago Yy esplénico. Al respecto, Garcia y Koellin en 1966 demostraron que una
solucion con sabor se asocia mas facilmente a la induccion de la nausea que la
aplicacion de choques eléctricos en las patas de los roedores; esto indica que en este
tipo de condicionamiento, donde el estimulo condicionado es el sabor, es

importante que el estimulo aversivo sea de tipo visceral (Garcia y Koellin, 1966).
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Los animales pueden aprender el CAS si la solucion con sabor es ingerida
espontaneamente, pero también presentan el aprendizaje de la tarea cuando el
estimulo aversivo es inyectado via intraperitoneal (i. p.) o intravenosa (i. v.) (Bures
y Buresova, 1989; Bradley y Mistretta, 1971). En las siguientes lineas, se presentan

los principios generales del CAS:

1.- Si un animal consume un alimento con sabor y subsecuentemente sufre malestar
gastrico, en los siguientes encuentros con ese sabor el animal evitard o disminuira
drasticamente su consumo (Garcia et al., 1985).

2.- La fuerza de la aversion aprendida estd directamente relacionada con la
intensidad del sabor y del malestar, y esta inversamente relacionada con el intervalo
entre la presentacién del sabor y la induccién del malestar. Este intervalo puede
durar horas, a diferencia de otros condicionamientos, en los cuales es necesario que
el intervalo entre un estimulo condicionado y la respuesta incondicionada sea de
segundos (Domjan, 1985).

3.- Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos gastricos (Garcia
y Koellin, 1966; Figura 3).

Varios estudios han demostrado que lesiones bilaterales de la corteza insular antes o
después de la adquisicion del CAS deterioran el aprendizaje o la evocacion
(McGowan et al., 1972; Bermudez-Rattoni y Yamamoto, 1998), sin embargo, no
parece afectar la percepcion del sabor, puesto que los animales pueden discriminar
entre diferentes concentraciones de sacarosa y NaCl (Lasiter et al., 1985). Como se
observa en la literatura, este paradigma ha sido utilizado ampliamente debido a su
relevancia evolutiva, pues como lo indiqué al principio del apartado, la ingesta de
alimento es clave para la sobrevivencia de todo organismo. Ademas, basta s6lo un
ensayo 0 exposicion al estimulo incondicionado para que la adquisicion del
condicionamiento tenga lugar, aunado a que la via por la cual la informacion
gustativa es procesada estd bien descrita, como lo observamos en el siguiente

apartado.
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Figura 3. Condicionamiento aversivo a los sabores. Cuando se parea un sabor novedoso con un malestar
gastrico (debido a una inyeccidn i. p. de LiCl) y ocurre la asociacion entre estimulos, la siguiente vez que el
organismo sea expuesto al sabor evocara el malestar gastrico. Esto ocasiona que el animal exhiba una
aversion a dicho sabor evitando su consumo.

2.3. EICASY la corteza insular

La corteza insular (Cl), o corteza gustativa como también se le conoce, es una
regién cortical localizada bilateralmente en el cerebro sobre la parte posterior del
Iobulo frontal y la parte anterior del I6bulo temporal. Esta constituida por cinco a
siete giros oblicuos y se divide en tres regiones: anterior (principalmente agranular),
medial y posterior (con sub regiones disgranular y granular respectivamente)
(Figura 4). Presenta conexiones anteriores con la corteza orbitofrontal y posteriores
con la corteza temporal superior. Su interconexion con estructuras subcorticales,
como el sistema limbico y los ganglios basales, sustentan su participacion en la
representacion e integracion de sefializaciones viscerales y auténomas, como la

gustativa, cuya representacion se ve localizada principalmente en la insula posterior
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(Singer et al., 2009; Craig, 2009). De esta forma, su actividad se ha visto

involucrada en el procesamiento y, por ende, en el almacenamiento de diversos

Figura 4. Corteza insular. En la parte izquierda de la figura se puede observar una fotografia en corte sagital
de la corteza insular de un paciente humano. Abreviaturas: as, giro insular anterior corto; al, giro insular
anterior largo; ac, giro accesorio; APS, surco anterior peri-insular; H, giro de Heschl; IPS, giro inferior peri-
insular; ms, giro insular medial corto; ps, giro insular posterior corto; pl, giro insular posterior largo; SPS,
surco superior peri-insular. En la parte derecha se observa un esquema de la corteza insular, un corte coronal
de un cerebro de rata en donde puede observarse la ubicacion de la corteza insular (Cl) (Fotografia, cortesia del
Profesor Thomas P. Naidich, del Centro Médico del Monte Sinai, New York; citado por Craig, 2009; Paxinos et
al., 1995).

paradigmas de aprendizaje tales como prevencion pasiva, tareas de reconocimiento,
y el CAS (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991). Especificamente, y con apoyo de
estudios electrofisoldgicos mediante estimulacion gustativa y evocacion de sefiales
de la lengua a la corteza gustativa, se ha descrito que los estimulos gustativos estan

confinados al area agranular de la corteza insular (Travers, 1993).

La codificacion del trazo de memoria al sabor inicia con la transduccién quimica de
un nuevo sabor en la cavidad oral, haciendo contacto con las células gustativas. En
la lengua, en ratones, las papilas gustativas se clasifican en tres clases: las papilas
caliciformes, que se encuentran en la parte posterior de la lengua; las papilas
foliadas, que se localizan en el borde lateral posterior, y las papilas fungiformes, las
cuales se distribuyen entre los dos tercios anteriores de la lengua. Las papilas
gustativas en la lengua y el paladar estan inervados por tres nervios aferentes: la

cuerda del timpano, petroso mayor superficial, y glosofaringeo. Estos nervios llevan
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informacion de los receptores gustativos al ndcleo del tracto solitario (NTS),
ubicado en el tronco cerebral, principalmente a través de los pares craneales: facial
(V1) y glosofaringeo (1X), y de la laringe y faringe a través del nervio vago (X par
craneal). Pruebas electrofisioldgicas indican que las neuronas del NTS proyectan
ipsilateralmente al nicleo posteromedial parabraqueal (NPB), y mediante el uso de
técnicas de inmunohistoquimica se ha demostrado que las fibras gustativas llegan a
la parte dorsolateral del NPB. De esta estructura, hay proyecciones para el
hipotalamo lateral, el nucleo del nicho de la estria terminalis, la amigdala central
(CEA) y basolateral (BLA), y la zona parvocelular del ndcleo ventral
posteromedial del talamo (VPM). Este dltimo, proyecta hacia la corteza insular
gustativa, una region localizada a lo largo del surco rhinal, dorsal a la corteza
perirhinal (Yarmolinsky et al., 2009; Bermuldez-Rattoni, 2004; Figura 5). Es
importante mencionar que el NTS recibe aferencias de la region hepatica del nervio
vago, asi como del area postrema a través del torrente sanguineo, estas vias son
importantes, puesto que transmiten informacion relacionada con irritacion por
intoxicacion géastrica (Lasiter, et al., 1982; Yamamoto et al., 1992). Diversos
estudios sustentan la participacion de la corteza insular en la codificacion de
memoria aversiva (como la que se forma durante el CAS) y su interaccion con la
amigdala. Se ha demostrado que las lesiones bilaterales, permanentes o reversibles,
en la Cl o en la amigdala ocasionan un deterioro en el trazo de la memoria al sabor
que ha sido asociado con el malestar gastrico después del entrenamiento en el CAS
(Bermudez-Rattoni, 2004). Ademas, se ha observado que el incremento en la
activacion de la acetilcolina, a través de los receptores muscarinicos inicia una serie
de eventos intracelulares principalmente en la Cl y en la amigdala, que favorecen
los cambios plasticos relacionados con el trazo de memoria gustativa a largo plazo
(Bermudez-Rattoni et al., 2003).

Hallazgos realizados por nuestro grupo de investigacion muestran que la
estimulacion tetanica de la amigdala basolateral induce potenciacion de largo plazo?
(LTP por sus siglas en inglés) en la corteza insular agranular en ratas (Escobar et al.,

1998a). En este mismo sentido, la infusion de inhibidores de los receptores NMDA

2 TP es el incremento prolongado de la eficiencia sinaptica debido a la estimulacion de las fibras aferentes a un area
determinada del sistema nervioso.
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en la CI deterioran la adquisicion del CAS (Escobar et al., 1998b, 2002). Los
reportes aqui enunciados sustentan la propuesta de que tanto la corteza insular
como la amigdala son regiones interconectadas que contribuyen con el
establecimiento del trazo mnémico al sabor, de crucial importancia para la
supervivencia de todo organismo. La persistencia de este trazo mnémico implica
todo un complejo mecanismo a nivel molecular, dentro del cual se encuentra una

importante participacion de las neurotrofinas.
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Figura 5. Anatomia del sabor, via gustativa de la rata. En la figura de la izquierda se observa la
distribucion de las tres clases de papilas gustativas, sefialadas también en el panel inferior derecho en la
imagen de fluorescencia. Las células del sabor en la lengua y el paladar son inervados por tres nervios: la
cuerda del timpano (chorda tympani), petroso mayor superficial (grater superficial petrosal), y glosofaringeo
(glossopharyngeal), en donde la informacidn gustativa es conducida hasta su relevo final en la Cl o gustativa
(gust cortex). Abreviaturas: NST, nucleo del tracto solitario; PbN, nicleo parabraquial; VPM, nicleo
ventroposteromedial del tdlamo. En la figura derecha se muestra un esquema de las vias gustativas aferentes
en la rata. Abreviaturas: VI, nervio facial; IX, nervio glosofaringeo; X, nervio vago; NHS, nucleo
ventroposteromedial del tAlamo; Cl, corteza insular; Sl, sustancia innominada; HL, hipotalamo lateral; Am,
amigdala (Yarmolinsky, et al., 2009; Modificado de Bear, et al., 2001).

2.4. Neurotrofinas

Los procesos tales como la diferenciacion, proliferacion, crecimiento vy
sobrevivencia neuronal (los cuales favorecen la diversidad celular), asi como la
sinaptogénesis y las formas de plasticidad sindptica dependientes de actividad, son

producto de la accion de diversos factores, entre los cuales se encuentran ciertas
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moléculas denominadas neurotrofinas. Ademas, la mayor parte de los también
denominados factores neurotroficos estimulan el crecimiento y guia hacia los
blancos de las fibras nerviosas en regeneracion (Lewin y Barde, 1996; Huang y
Reichardt, 2001; citados por Lu et al., 2005; Escobar, 1994; Brailowsky et al.,
1997). Inicialmente, estas proteinas fueron identificadas como promotores de
sobrevivencia para las neuronas sensoriales y simpaticas, y se ha demostrado que
controlan varios aspectos de sobrevivencia, desarrollo, diferenciacion y funcion
tanto de neuronas del sistema nervioso central como periférico, asi como la

formacion de la sinapsis y la plasticidad sinaptica (Reichardt et al., 2006).

La primera neurotrofina caracterizada fue el factor de crecimiento nervioso
(NGF,por sus siglas en inglés), y fue descubierta en una investigacion para los
factores de sobrevivencia que pudieran explicar los efectos perjudiciales de la
supresion del tejido diana en la subsecuente sobrevivencia de neuronas sensoriales y
motoras (Levi-Montalcini, 1987; citado por Reichardt, 2006). La purificacion y
clonacion del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en
inglés) y su caracterizacion bioguimica que lo relacionaron con el NGF, condujo al
descubrimiento de los miembros restantes de la familia de las neurotrofinas, que
incluyen, ademas de los anteriores, a las neurotrofinas 3, 4, 5, 6 y 7. (NT-3, NT-4,
NT-5, NT-6 y NT-7) (las ultimas dos solo han sido identificadas en peces)
(Lessman et al., 2003). Cada una de las neurotrofinas activan uno o mas de los tres
miembros relacionados con la familia de las tropomiosina cinasa (Trk), los
receptores a tirosina cinasas: TrkA, TrkB y TrkC. Ademas, cada neurotrofina activa
al receptor p75 (p75NTR), miembro de la stper familia de los receptores del factor
de necrosis tumoral (Poo, 2001; Reichardt et al., 2006; Figura 6).
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NGF EDNF NT-4 NT-3

TrkA TrkB TrkC

Figura 6. Neurotrofinas y activacion de sus receptores especificos. Cada una de las proteinas forma un
dimero que permite la activacion de los receptores especificos. Asi TrkA acttia como receptor del NGF;
TrkB, principalmente del BDNF y de la NT-4/5; y el TrkC de la NT3. K= Porci6n intracelular de
tirosincinasa. (Modificado de Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar-Rodriguez, 2007).

Las neurotrofinas (al igual que otros péptidos) son sintetizadas como
proneurotrofinas (proNTs) que son precursores de las proteinas maduras, cuyo pre-
dominio es escindido en el reticulo endoplasmico, que subyace a modificaciones
post-transcripcionales en su via a través del aparato de Golgi y en su acumulacién
en la red trans-Golgi para finalmente ser secretadas en vesiculas. El procesamiento
de un precursor inicia por la escision proteolitica por una endopeptidasa (proteinas
convertasas residentes en el aparato de Golgi) seguido por la remocion de la
terminal carboxilo y/o amino por una exoproteasa (carboxipeptidasa o
aminopeptidasa). Alternativamente, las proNTs son liberadas y pueden ser
escindidas extracelularmente por la cascada de plasmina y por metaloproteinasas
(LeBmann y Brigadski, 2009). Seguido de su sintesis, las neurotrofinas y sus
receptores son transportados en vesiculas a las dendritas postsinapticas o a las
terminales presinapticas. Se ha demostrado que su transcripcion y empaquetamiento
en vesiculas también puede ocurrir localmente en las dendritas (Kang y Schuman,

1996). Evidencias recientes indican que las neurotrofinas también pueden actuar
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como moduladores sinapticos. La secrecion de las neurotrofinas puede modular la
liberacion presinaptica del neurotransmisor y la respuesta postsinaptica de los
receptores después de la formacion del complejo: Neurotrofina- receptor Trk (Poo,
2001; Figura 7).
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Figura 7. Transporte y secrecion de las Neurotrofinas. En la figura se observa que
luego de su sintesis, las NTs y sus receptores Trk son transportados en granulos
secretores y vesiculas post-Golgi hacia las dendritas postsinépticas o a las terminales
presinapticas. La neurotrofina secretada se liga y activa a los receptores Trk en la
membrana pre o post sinaptica y el complejo formado: NTs-Trk es internalizado por
endocitosis (Poo, 2001).

2.5.  El factor neurotrdéfico derivado del cerebro (BDNF)

El BDNF es una proteina dimerica cuyo peso molecular es de 27 kDa y su secrecion
en forma madura activa preferencialmente a los receptores TrkB, mientras que en su

forma inmadura, el proBDNF, se liga al receptor p75, favoreciendo la generacion de
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mecanismos apoptéticos. Se ha observado una alta expresion de esta neurotrofina y
de su receptor de alta afinidad, TrkB en la neocorteza, asi como en distintas
regiones del sistema nervioso central (SNC): corteza piriforme, complejo
amigdaloide, formaciéon hipocampal, entre otras (Yan et al., 1997). Esta
neurotrofina se encuentra contenida en vesiculas secretoras, como se mencion0
anteriormente, presentes en los botones terminales y en las dendritas principalmente
de las neuronas glutamatérgicas, y su secrecién se da en forma dependiente de
actividad tanto de sitios pre como postsinapticos (Hartmann et al., 2001). Se

conocen dos vias por las cuales esta neurotrofina es secretada:

1) VIA REGULADA. Implica exocitosis dependiente de Ca** de los granulos
secretores. El pro-BDNF brota o se sale de la red trans-Golgi en granulos
secretores inmaduros que contienen una serie distinta de convertasas. El
BDNF maduro es liberado en granulos secretores en una ruta hacia la
membrana plasmatica. Los granulos se acumulan en la membrana plasmatica
y son eventualmente liberados sobre disparos de sefializacion por una
secrecion regulada. Esta via permite a las neurotrofinas controlar la eficiencia

sinaptica de una forma rapida y especifica de vias de entrada.

2) VIA CONSTITUTIVA. Emplea un tipo distinto de vesiculas que liberan su
contenido cuando alcanzan la membrana plasmatica. Las proteinas
convertasas presentes en la red trans-Goli pueden escindir la pro-secuencia y
el BDNF maduro es direccionado hacia una liberacion constitutiva. Esta via
produce un suministro sostenido de neurotrofinas extracelulares, regulando su
concentracion basal en el espacio extracelular (LeBmann y Brigadski, 2009;

Figura 8).
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Figura 8. Ruta de sintesis y secrecion del BDNF. EI BDNF es trascrito por ribosomas en el reticulo
endoplasmico rugoso y la naciente pre-pro-neurotrofina es secuestrada en el reticulo endoplasmico (ER).
El BDNF es direccionado al aparato de Golgi y subsecuentemente a la red trans-Golgi (TGN). Las
proteinas convertasas residentes en la TGN pueden escindir la pro-secuencia y el BDNF maduro es
liberado por la via constitutiva. Alternativamente, el BDNF sale de la TGN en forma inmadura dentro de
las vesiculas conteniendo una diferente serie de proteinas convertasas. Luego de su escision, el BDNF
maduro es empaguetado en vesiculas hacia la membrana plasmatica en donde son acumuladas y liberadas
en respuesta a vias de entrada por la via regulada (Lessman et al., 2003).

Dentro de los posibles mecanismos que favorecen la secrecion de BDNF en forma
regulada se encuentran: la activacion de los canales de Calcio (Ca** tipo N y la
movilizacién de Ca?* de sus almacenes internos (Balkowiec y Katz, 2002; citados
por Lu et al., 2008). De esta forma, el BDNF puede ejercer sus efectos tanto pre
como postsindpticamente. Presindpticamente, regula la liberacion de glutamato,
mientras que postsinapticamente, produce modificaciones y sintesis de receptores a
este neurotransmisor, expresion genica y alteraciones locales en la sintesis de
proteinas (Carvalho et al., 2007). De hecho, una de las explicaciones por las cuales
el BDNF actua especificamente en las sinapsis activas, es debido a su sintesis local
de BDNF y de su receptor de alta afinidad en las dendritas (Righi et al., 2000).

Respecto a la expresion genica del BDNF, han sido identificados una multitud de
estimulos que la alteran, tanto en estados fisioldégicos como patoldgicos. De esta
forma, se reporta que la estimulacion luminosa incrementa la expresion de ARNm

para BDNF en la corteza visual, la estimulacion osmética produce el mismo efecto
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en el hipotalamo, asi como la estimulacion de los bigotes en el area de barriles lo
ocasiona en la corteza somatosensorial de las ratas (Castrén et al., 1992; 1995; Dias
et al., 2003; Rocamora et al., 1996; citados por Binder y Scharfman, 2004). En
ciertas condiciones como el polimorfismo de BDNF Val66Met o ciertos estados
patolégicos, como la corea de Huntington, la ansiedad, y la depresién, diversas
lineas de investigacion sostienen que se compromete a la plasticidad sinaptica,
ocasionan asimismo un déficit en la accién del BDNF; sugiriendo con ello que la
regulacion de la via de activacion de este factor neurotréfico tiene gran relevancia
terapéutica (Carvalho et al., 2007). Ademas, recientemente se ha relacionado la
deficiente expresion de esta neurotrofina con la enfermedad de Alzheimer. Con
relacion a lo anterior, Matrone y colaboradores (2008) demostraron que la
interrupcion de la sefalizacion tanto del BDNF como del NGF en neuronas

hipocampales activa la via amiloidogénica ocasionando muerte neuronal.

Hasta el momento se han descrito varias caracteristicas que postulan al BDNF como
una de las proteinas sustanciales implicadas en la plasticidad sinaptica: su forma de
secrecion dependiente de la actividad, las regiones del SNC en las cuales tanto la
neurotrofina como su receptor TrkB se encuentra altamente concentrado (como la
formacién hipocmapal), su regulacion tanto pre como post-sinaptica que favorecer
las modificaciones sinapticas, etc., sugieren que esta neurotrofina juega un papel
muy importante dentro de los mecanismos plasticos. Una caracteristica destacada
del BDNF que lo implica en el mantenimiento de la memoria, es su capacidad
moduladora en forma bidireccional de la transmision sinaptica excitatoria y de la
plasticidad (Carvalho, et al., 2007), aspecto que se abordara con mas detalle en el

siguiente apartado.

2.6.BDNF y memoria

El establecimiento de la memoria en el largo plazo compete modificaciones tanto

estructurales, moleculares, asi como en las propiedades eléctricas de la neurona, las
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cuales sustentan su persistencia. De esta forma, la actividad sinéptica producida, ya
sea debido la induccion de LTP, o bien, mediante la formacion de la memoria en la
resolucion de un paradigma de aprendizaje, regula, entre otros fenomenos, la
sintesis, secrecion y accion de las neurotrofinas. Asimismo, las neurotrofinas
pueden modular la morfologia sindptica de una forma dependiente de actividad,
favoreciendo la formacién de nuevos contactos sinapticos, una accion critica para el
desarrollo de L-LTP (LTP de Largo Plazo) y la formacion de la memoria de largo
plazo (Poo, 2001).

Dentro de las principales neurotrofinas, cuya sefializacion contribuye con los
cambios plasticos que acomparian a la consolidacion de la memoria y a su
permanencia, encontramos al BDNF. Existe evidencia sustancial la cual sefiala que
el BDNF tiene un rol importante en la expresion de la LTP en el hipocampo, tanto
en sus fases temprana (E-LTP) como tardia (L-LTP). Se ha demostrado que el
BDNF regula la E-LTP a través de la liberacion del BDNF presinaptico existente y
la subsecuente modificacion de proteinas pre y postsinapticas existentes a través del
receptor TrkB (Gértner et al., 2006). Mientras que la L-LTP requiere de la sintesis y
liberacion del proBDNF, la conversion extracelular del proBDNF a BDNF maduro
(Pang et al., 2004; Gomez-Palacio Schjetnan y Escobar-Rodriguez, 2007), y la
subsecuente estimulacion de sintesis proteica de novo mediada por BDNF, cruciales

para el mantenimiento de la LTP (Yin et al., 2002).

Se ha demostrado que la liberacion de BDNF en forma madura favorece la
liberacion de glutamato, afectando ademas la actividad de los receptores a dicho
neurotransmisor a través de la fosforilacion de sus subunidades (Carvalho et al.,
2007). Asimismo, una gran diversidad de estudios demuestra que esta neurotrofina
juega un rol esencial para mantener el trazo mnémico. Por ejemplo, se ha
encontrado que la estimulacion eléctrica que induce potenciacion de largo plazo en
el hipocampo incrementa la expresion de BDNF y NGF (Patterson et al., 1992;
Castrén et al., 1993; Bramham et al., 1996; citados por Binder y Scharfman, 2004),

y la activacion de las sinapsis glutamatérgicas a partir de la estimulacion con alta
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frecuencia, disparan la liberacion de BDNF (Hartmann et al., 2001), principalmente

en su forma madura, ademés de favorecer la secrecion de tPA* (Nagappan, 2009).

Los tratamientos farmacologicos o genéticos que impiden que el BDNF lleve a cabo
sus acciones, como la generacion de ratones knockout a BDNF (Linnarsson et al.,
1997), ocasionan un deterioro en la memoria espacial. De igual forma, Heldt y
colaboradores en el 2007 reportaron que el decremento en la expresion de ARNm
para BDNF ocasiona un deterioro tanto en la memoria de reconocimiento de
objetos, como en la extincion del condicionamiento al miedo. En un par de estudios
llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion, se reporta que la infusién
intrahipocampal aguda de BDNF produce un incremento en la eficacia sinaptica en
la proyeccién del giro dentado al area CA3 del hipocampo, ocasionando asimismo
cambios morfoldgicos a nivel presinaptico en la via de las fibras musgosas (Gomez-
Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008). De igual manera, la microinfusién intracortical
de esta neurotrofina induce LTP en la proyeccion de la amigdala basolateral a la
corteza insular, una region, que como hemos descrito, se encuentra ampliamente
implicada en el almacenamiento y adquisicién de diferentes tareas aversivas
(Escobar et al., 2003). En este mismo orden de ideas, la microinfusion intracortical
de BDNF aumenta la retencion del condicionamiento aversivo a los sabores
(Castillo et al., 2006). Recientemente, un estudio publicado por nuestro grupo de
investigacion reveld que la microinfusion de BDNF previa a la sesion de
adquisicién del condicionamiento aversivo a los sabores revierte el déficit sobre la
consolidacion de la memoria aversiva al sabor ocasionado por la inhibicion de
sintesis de proteinas en la corteza insular; revelando con ello que la presencia de
esta neurotrofina es fundamental para la estabilizacion de la memoria en areas
neocorticales como la corteza insular (Moguel-Gonzalez et al., 2008). Resultados
similares se obtuvieron al administrar el BDNF en el hipocampo y evaluar el efecto
en el paradigma de evitacion inhibitoria (Bekinschtein et al., 2008). Estudios como
el de Bekinschtein y colaboradores (2007), sefialan que 12 horas después de la
adquisicion de una tarea aversiva se presenta una fase dependiente de sintesis de

proteinas y de BDNF en el hipocampo, critica para la persistencia de la memoria de

*tPA. Plasmindgeno activador del tejido (por sus siglas en inglés), es un tipo de proteina convertasa implicada
en la ruptura o escision del pro-dominio del BDNF para convertirlo a su forma madura. Como una enzima,
cataliza la conversién del plasmindgeno a plasmina, la mayor enzima responsable de la escision.
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largo plazo. Ahora bien, es plausible que esta ventana relacionada a las 12 horas
luego de la adquisicion sea sélo el primero de una serie de eventos que tiene lugar
en areas hipocampales y extra hipocampales (como en la neocorteza), necesarios

para la persistencia de la informacion almacenada (Medina et al., 2008).

Los estudios antes reportados sefialan que el BDNF, debido a que contribuye en la
formacion y estabilizacion de la sinapsis, ejerce asimismo efectos favorables en
cuanto al mantenimiento de la informacion. Esto gracias a las cascadas de
sefializacion que desencadena al acoplarse a su receptor de alta afinidad. En el
siguiente apartado, se profundiza acerca de estas vias de sefializacion requeridas

para la plasticidad sinaptica, subsecuente a la liberacion de BDNF.

2.7.Vias de sefalizacion del BDNF

Los cambios estructurales en las espinas sinapticas, asi como en la actividad
eléctrica de la neurona y la formacion de nuevos contactos sinapticos, contribuyen a
la modulacion de la transmision sindptica que ocurre después del aprendizaje o de la
LTP. Como ya se ha indicado, el BDNF es una neurotrofina capaz de mantener la
informacion adquirida, debido a sus efectos moduladores de la plasticidad en
regiones pre y postsinapticas. Las razones de su eficacia reguladora son plausibles

una vez que analizamos sus vias de sefializacion.

Como ya lo mencionamos, el BDNF en su forma madura activa a sus receptores de
alta afinidad, los TrkB, que pertenecen a la subfamilia de los receptores de tirosina
cinasa (Trk). ElI dominio extracelular de cada uno de estos receptores consiste de un
grupo copioso de cisteina, seguido por tres leucinas, otro grupo de cisteina y dos
dominios de inmunoglobulina. Cada grupo atraviesa la membrana una vez y termina
con un dominio citoplasmatico que consiste de un dominio de tirosina cinasa
rodeado por varias tirosinas que sirven como sitios de acoplamiento dependientes de

fosforilacion para enzimas y adaptadores citoplasméticos. EI BDNF, como el resto



~ 23 ~

de las neurotrofinas actGa en dimero para acoplarse a los receptores TrkB,
favoreciendo su activacion a través de la transfosforilacién de las cinasas presentes
en su dominio citoplasmatico (Reichardt, 2006). Existen isoformas de los receptores
Trk denominados receptores truncados, los cuales carecen de los residuos de
tirosina cinasa. Estos receptores son capaces de unirse con sus correspondientes
ligandos, pero incapaces de iniciar los eventos de fosforilacion requeridos para la
transduccion de sefiales. Asi la distribucion y concentracion en la membrana de
dichos receptores truncados podria modular la actividad de las neurotrofinas
restringiendo su disponibilidad para interactuar con los receptores completos (Rose

et al., 2003; citado por Gomez-Palacio Schjetnan y Escobar-Rodriguez, 2007).

Una vez que el BDNF se ha acoplado a su receptor completo TrkB, tiene lugar la
autofosforilacion y el acoplamiento de la proteina SH2 a un residuo de tirosina
intracelular. Este evento favorece la formacion del complejo Grb2/SOS, el cual
activa a su vez a la proteina G-ras, iniciando la fosforilacion de MAPK, como MEK
y ERK (cinasas reguladas por sefializacion extracelular), a través de las proteinas
cinasas raf. Este mecanismo conlleva a la fosforilacion de cinasas como la
ribosomal S6 (RSK) o la cinasa activada por mitogeno y estrés (MSK1). La
activacion de esta via de sefializacion conduce a la sintesis de nuevas proteinas por
medio de la fosforilacion de factores de transcripcion como CREB (elemento de
union responsivo al AMPc) y de factores de iniciacion como el elF4E, relacionados
con la formacién de nuevos contactos sinapticos. Otra via que suele desencadenar la
sefializacion de este receptor (TrkB) es la de la PLC (fosfolipasa C). Una vez que se
inicia la autofosforilacion, se produce la activacion de la PLC, la cual a su vez
produce la activacion de segundos mensajeros como el IP3 (inositol trifosfato) y el
DAG (diacil glicerol). La activacion de IP3 incrementa los niveles intracelulares de
calcio, mientras que la activacion de DAG conlleva a la activacién de proteinas
cinasas como PKC y PKA (proteina cinasa C y A, respectivamente) (Xing, et al.,

1996; Gomez-Palacio Schjetnan y Escobar-Rodriguez, 2007; Figura 9).
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Figura 9. Via de sefializacion del BDNF. En la imagen se observan dos de las rutas de sefializacion que
desencadena el BDNF una vez que se une a sus receptores TrkB, dando como producto final la sintesis de
nuevas proteinas y la formacién de nuevos contactos sindpticos (Gémez-Palacio Schjetnan).

Recientemente el desarrollo de trabajos como el de An 'y colaboradores en 2008 han
contribuido a la generacion de un modelo en donde se sefiala la induccion de la
plasticidad sinaptica a partir del BDNF, por medio de la activacién de los receptores
TrkB y el mecanismo por el cual el BDNF sintetizado dendriticamente regula la
morfologia de la espina dendritica. En el modelo (Figura 10) se observa que en un
estado no estimulado, la espina dendritica se mantiene silente; los ARNm son
reprimidos transcripcionalmente por granulos represores, los receptores a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-receptor de &cido isoxazolepropionico (rAMPA?) y TrkB se
conservan intracelularmente, y la dinamica de actina deja a la cabeza de la espina en
estado inmaduro. En contraparte, luego de la estimulacion sinaptica, los ARNm son
desreprimidos, el TrkB se inserta en la membrana, el proBDNF y tPA son
empaquetados juntos o separados y liberados en la hendidura sinaptica. De esta

forma, el proBDNF es convertido a BDNF en su forma madura por la plasmina,

*AMPA. Receptor ionotrépico glutamatérgico que controla un canal de sodio. Cuando est4 abierto produce potenciales
excitatorios post sinapticos.
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ligandose al receptor TrkB en la membrana dendritica. La activacion del receptor
TrkB y BDNF incrementa la transcripcion de CaMKII (Calcio Calmodulin Cinasa
tipo 11), GluR1>, Arc® y Limk1’, favoreciendo el incremento de la formacion y de la
insercion en la membrana de los receptores AMPA y la polimerizacion de actina. La
sefializacion de TrkB también favorece la fosforilacion de los NMDA, sinapsina 1y
cofilina; esto incrementa la actividad del receptor, la fusion de la vesicula en la
membrana plasmatica, la liberacién del neurotransmisor y la polimerizacion de

actina respectivamente (An et al., 2008; citado por Waterhouse y Xu, 2009).

[> BDNF «# F-actin SV mRNA
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Figura 10. Mecanismos de plasticidad sinaptica inducidos por BDNF. Modelo en donde se indica la
induccion de la plasticidad sinaptica por el BDNF a través de la activacion de los TrkB y el mecanismo
por el cual el BDNF sintetizado dendriticamente regula la morfologia de la espina dendritica (Waterhouse y
Xu, 2009).

Recientes estudios han implicado a la cascada de ERK en la plasticidad neuronal y
en la memoria de largo plazo. Como se indicd, esta cascada converge finalmente en
una ruta que desencadena muchas vias de sefializacion como AMPc/PKA y PKC,

para activar CREB y otros factores de transcripcion, asi como la induccion de genes

® GluR1. Una de las cuatro subunidades por las cuales se encuentra compuesto el receptor AMPA.

® Arc. Proteina asociada al citoesqueleto regulada por la actividad.

" Limk1. Cinasa del dominio LIM1. Controla la dindmica de actina y la morfologia de las espinas dendriticas a través de la
regulacion de cofilina.
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de expresion temprana (IEGs, por sus siglas en inglés), involucrados en la
regulacion de sintesis de nuevas proteinas, necesaria para la plasticidad sinaptica de
largo plazo (Impey et al. 1999; Roberson et al. 1999; Vanhoutte et al. 1999; Wu et
al. 2001; citados por Trifilieff, 2006). Se ha descrito que el mantenimiento de la
potenciacidn sinaptica involucra vias de sefializacion tales como PKA y ERK
(Wang et al., 2004). En este sentido se ha demostrado que la administracion de
BDNF, aunado a la induccién de LTP, también ocasiona un incremento en los
niveles de las proteinas MEK y ERK; mientras que la infusion de inhibidores de las
MAPK ocasiona la reversion de la LTP ocasionada por la administracion de BDNF
(Ying et al., 2002). De igual forma, la infusion de inhibidores de esta misma via,
como el U0126, PD098059 y SL327 produce deterioros en la memoria de tipo
espacial de largo plazo (Hebert y Dash, 2002), asi como en el desempefio de las
tareas en los paradigmas de condicionamiento de preferencia de lugar (Valjent et
al., 2006) y de condicionamiento al miedo (Trifilieff et al., 2006). Aunado a lo
anterior, una investigacion reciente sefiala que el BDNF favorece la persistencia de
la memoria a través de la activacion de la via de sefializacion de ERK (Bekinschtein
et al., 2008). Con relacion a esto, Alonso y colaboradores en el 2002 reportan que el
bloqueo de BDNF en el area CA1 del hipocampo reduce la activacion de ERK y
deteriora la retencion de la memoria evaluada en el paradigma de evitacion
inhibitoria. En contraste, la administracion intrahipocampal de BDNF incrementa la
activacion de ERK1/2 y facilita el almacenamiento de corto plazo de la memoria
aversiva (Alonso et al., 2002). En este sentido, se ha demostrado también que la
fosforilacion de sinapsina 1, la cual incrementa luego de la administracion de
BDNF, se ve reducida cuando se aplica un inhibidor de la via de las MAPk

(Jovanovic et al., 2000).

La literatura citada hasta el momento indica que el BDNF a través de las cascadas
de sefializacion que desencadena, es clave para la promocion de cambios que

subyacen al almacenamiento de la informacion.
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3.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de los mecanismos moleculares que subyacen a los procesos de
aprendizaje y memoria es de gran relevancia debido a que los cambios producidos a
nivel molecular afectan a los niveles sistémico y conductual. La revision de estos
mecanismos ha sido por demas necesaria para comprender el funcionamiento

completo del sistema nervioso.

Varios son los modelos y paradigmas disefiados para el estudio de las diferentes
fases y tipos de memoria, siendo entre ellos el CAS el paradigma conductual
preferentemente empleado para el analisis de la memoria aversiva al sabor debido a
sus cualidades, puesto que esta clase de aprendizaje asociativo ocurre en un solo
ensayo. Ademas, se tiene bien caracterizada la via neuronal asociada a este
condicionamiento (Bures, 1998; Yamamoto et al., 1994; citados por Bermudez-
Rattoni et., al., 2003). De igual forma, cabe destacar las ventajas adaptativas en
términos evolutivos de este tipo de memoria, puesto que buena parte de la
supervivencia de un organismo esta basada en la capacidad de aprender y recordar
que un alimento ingerido fue seguido de un malestar, y asi predecir el potencial
dafiino de cualquier otro alimento que tenga atributos similares evitando su
consumo. Asi pues, en la presente investigacion empleamos este paradigma de

condicionamiento para el estudio de la memoria aversiva al sabor en el largo plazo.

En afios recientes Tsien y Wittenberg desarrollaron la teoria denominada
“reactivacion sinaptica”, que sefala la existencia de ventanas temporales en las
cuales es necesaria la sintesis de nuevas proteinas para mantener el trazo
mnemonico por periodos prolongados (Tsien y Wittenberg, 2002). Al respecto, se
encuentra en la literatura una evidencia empirica sustancial que apoya a esta teoria
(Bekinschtein et al., 2007; Grecksch y Matthies, 1980; Freeman et al., 1995; Igaz et
al., 2002; Romero-Granados et al., 2010). La primera parte de nuestra investigacion

se centré en ubicar diferentes ventanas temporales post adquisicion del CAS,
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susceptibles a la administracion de un inhibidor de sintesis de proteinas
(anisomicina), teniendo como consecuencia el deterioro en el mantenimiento de la

memoria aversiva al sabor por periodos prolongados.

Como se ha observado en apartados anteriores, un importante factor neurotréfico
que favorece el mantenimiento de la memoria de largo plazo es el BDNF, a traves
de la activacién de sus receptores de alta afinidad. Ademas, se ha demostrado que
esta neurotrofina es capaz de restaurar la fase tardia de la LTP (Pang et al., 2004), y
de revertir el déficit sobre la consolidacién de la memoria, ocasionado por la
administracion de inhibidores de sintesis de proteinas (Moguel-Gonzélez et al.,
2008; Bekinschtein et al., 2008). Con relacion a lo anterior, estudios recientes han
demostrado que 12 horas después de la adquisicion se presenta una fase dependiente
de BDNF para la persistencia de la memoria, en el hipocampo y en la amigdala
(Bekinschtein et al., 2007; Ou et. al., 2010). Por lo anterior, la segunda parte de la
presente investigacion consistid en analizar los efectos que ejerce el BDNF sobre el
mantenimiento de la memoria aversiva al sabor, al ser administrado dentro de las

ventanas temporales labiles al tratamiento con anisomicina.

4. OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tuvo por objeto identificar diferentes ventanas temporales en las
cuales es necesaria la sintesis de nuevas proteinas en la corteza insular que
contribuya al mantenimiento de la memoria aversiva al sabor, asi como analizar la

participacion del BDNF durante tales procesos.
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Objetivos particulares

El presente proyecto de investigacion se dividio en dos fases experimentales. El

objetivo para la primera fase fue:

Explorar diferentes ventanas temporales especificas: 3, 5, 7 y 12 horas post
adquisicién del CAS con la finalidad de ubicar aquellas en las cuales se
requiere de sintesis proteica de novo en la corteza insular para el
mantenimiento de la informacion aversiva al sabor, para lo cual se
administré anisomicina (inhibidor que bloquea la actividad de la peptidil

transferasa impidiendo de esta forma la sintesis de proteinas).

Para la segunda fase, el objetivo fue:

Analizar las ventanas temporales que resultaron susceptibles al tratamiento
con anisomicina, para evaluar la participacion del BDNF dentro de la corteza

insular en la persistencia de la memoria aversiva al sabor.

.HIPOTESIS

La sintesis proteica de novo es requerida en la corteza insular dentro de
diferentes ventanas temporales post adquisicion del CAS, por lo que la
administracion de anisomicina en tales periodos producira un déficit sobre la
persistencia del trazo mnémico de aversion al sabor.

La administracion intracortical de BDNF en las ventanas temporales citadas
revertird el deficit sobre la memoria aversiva al sabor ocasionado por la

inhibicion de sintesis de proteinas en la corteza insular.
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6. METODOLOGIA

6.1. Sujetos. Para el presente estudio se emplearon ratas macho de la cepa Wistar
con pesos de entre 345-380 g., las cuales fueron mantenidas en cajas individuales de
policarbonato, en un ciclo luz/oscuridad de 12/12, con comida y agua ad libitum, a

excepcion de las fases experimentales que especifiquen lo contrario.

6.2. Procedimiento experimental general.

6.2.1. Implantacion de canulas y microinfusion.

El procedimiento quirdrgico de los sujetos se llevo a cabo empleando las técnicas
estereotdxicas convencionales y consistio en la implantacion bilateral de canulas
guia de acero inoxidable de 1 cm de largo y .022 pulgadas de calibre, bajo el efecto
del anestésico pentobarbital (Nembutal) aplicado en dosis de 50 mg/ Kg de peso
corporal via intraperitoneal.

Las coordenadas empleadas fueron: AP= +1.2 mm; ML=+ 5.5 mm; DV= - 3 mm
(Paxinos et al., 1995). El extremo de cada una de las canulas guia fue colocado a 5
mm de la corteza insular. Ambas canulas fueron fijadas al craneo empleando
acrilico dental de secado rapido. Un estilete de alambre de acero inoxidable fue
colocado en el interior de las canulas con la finalidad de proteger su luz de

obstrucciones con material organico durante el periodo de entrenamiento.

Los grupos canulados fueron infundidos bilateral e intraparenquimalmente en la
region correspondiente a la corteza insular. Para todos los grupos canulados, las
microinyecciones fueron administradas a traves de microinyectores consistentes en
agujas dentales de calibre 30 ga. EI micro inyector fue introducido en la canula,

previa remocion del estilete, y se extendié 5 mm por debajo del extremo inferior de



~ 31 ~

la canula, alcanzando asi la region correspondiente a la CI (el mismo procedimiento
se llevo a cabo en cada uno de los hemisferios). Los microinyectores fueron
conectados mediante tubos de polietileno a jeringas Hamilton con capacidad de 10
ul. Las microinyecciones fueron dosificadas mediante una bomba de microinfusion
(Carnegie Medicin, MA; Figura 9). Las soluciones y los farmacos fueron inyectados
a una tasa de 1 pl/min. Una vez inyectado el volumen total de las soluciones de
acuerdo al protocolo experimental, los micro inyectores permanecieron un minuto

mas para asegurar la adecuada difusion de la solucion en el tejido.

—— manguera de microinfusion
—— estilete

1cm —— guia canula
/ ‘\\\
3mm_2L L \
\\.| //
\ microinyector
5r|nm ! & N { CPu
N \ ' cl

Figura 11. Esquema en un corte coronal de la posicion de las guias canula
utilizadas para la infusion de los farmacos dentro de la corteza insular.
Abreviaturas: Cl, corteza insular; CPu, caudado-putamen.
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6.2.2. Paradigma conductual: Condicionamiento aversivo a los sabores
(CAS).

Después de la implantacion bilateral de canulas los sujetos tuvieron un periodo post
operatorio de una semana, al cabo del cual se procedio al entrenamiento del
condicionamiento aversivo a los sabores (CAS). Veinticuatro horas antes del
entrenamiento, los animales fueron privados de agua. Posteriormente se les entrend
a beber agua dos veces al dia (10:00 y 18:00 hrs) durante 10 minutos para cada
sesion de entrenamiento en un periodo de tres dias durante los cuales se establecid
la linea base de consumo. Los bebederos fueron construidos con probetas graduadas
cubiertas con tapones de caucho horadados con boquillas de metal. El dia de la
adquisicién los animales fueron privados de alimento y se sustituyo el agua por un
sabor novedoso (solucion de sacarina al 0.1%; Sigma, WI); 10 minutos después, los
animales recibieron una dosis intraperitoneal de cloruro de litio (LiCl, 0.2 M; 9.37
ml/Kg) para inducir un malestar gastrico. Después de la sesion de adquisicion, se
restablecid el consumo de la linea base de agua durante tres dias. En la prueba de
aversion el agua fue sustituida nuevamente por la solucion de sacarina 0.1%. La
disminucion del consumo de sacarina con respecto a la ingesta de agua de la linea
base fue usada como parametro comparativo de la fuerza aversiva del CAS (Figura
12).

6.2.3. Histoquimica de Nissl.

Una vez concluida la fase conductual de los experimentos, los animales fueron
analizados histoquimicamente con el fin de observar la ubicacion exacta de las
canulas. Para ello fueron sacrificados mediante una sobredosis del anestésico
pentobarbital, procediendo asi a la perfusion intracardial, la cual se efectu6 con 400
ml de solucién salina, seguido por 400 ml de solucidn fijadora (paraformaldehido
4%; glutaraldehido 0.2% en amortiguador de fosfato 0.1M/pH 7.4). Los cerebros

fueron extraidos y almacenados para su post fijacion durante 30 minutos, después
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fueron transferidos a una solucién de sucrosa al 30% en PBS a 0.1M (pH 7.4) en la
cual se mantuvieron a 4° C durante 48 hrs. Secciones coronales de 40 um, fueron
colectadas en amortiguador de fosfato tras su obtencion por microtomo de
congelacion (LEICA RM 2000R). Las muestras fueron tefiidas con violeta de
cresilo y examinadas en un microscopio de luz, con el fin de verificar la posicién

exacta de las canulas.

7. DISENO EXPERIMENTAL.

El presente proyecto de investigacion fue dividido en las siguientes fases

experimentales:

7.1. Fasel.

Con el fin de localizar las ventanas temporales post adquisicion en las cuales se
requiere de sintesis de nuevas proteinas para mantener la informacion aversiva al
sabor, los grupos experimentales fueron divididos de la siguiente forma:
o Grupos ANI3 (n=10), ANI5 (n=9), ANI7 (n=9) y ANI12 (n=8), los
cuales recibieron una microinfusion intracortical de anisomicina (100
ug/ul; 1ul/ 1 min/ hemisferio; Rosenblum et al., 1993; Moguel-
Gonzalez et al., 2008) a las 3, 5, 7 y 12 hrs después de la adquisicion
del CAS, respectivamente (Figura 12).
o Grupo control (CON; n=5) el cual fue intervenido quirdrgicamente en
ausencia de administracion farmacoldgica y sujeto al entrenamiento
del CAS.
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Figura 12. Diagrama de flujo correspondiente a la fase experimental 1.
Abreviaturas: ADQ, adquisicion; LB, linea base; PA prueba de aversion.

71.2. Fase Il.

Una vez identificadas las ventanas temporales susceptibles al tratamiento con

anisomicina, se evalud la capacidad del BDNF para revertir el efecto ocasionado

por la administracion del inhibidor de sintesis de proteinas a las 5 y 7 hrs post

adquisicién del CAS. Los grupos experimentales se dividieron de la siguiente

manera.

o Grupos ACSF5 (n=6) y ACSF7 (n=6), a los cuales se les administro

liquido cefalorraquideo artificial como vehiculo de anisomicina (1ul;

1ul/ Imin/ hemisferio; pH 7.4) a las 5 y 7 hrs post adquisicion del

CAS, respectivamente.
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o Grupos ANIBDNF5 (n=9) y ANIBDNF7 (n=9), a los cuales se les

infundié anisomicina (100 ug/wl; 1l / 1 min/ hemisferio) 5y 7 horas

después de la adquisicion del CAS, e inmediatamente después se les

administr6 BDNF (2ug/ul; 1 ul/ 1min / hemisferio; Escobar et al.,

2003; Castillo et al., 2006).

o Grupos ANIPBS5 (n=5) y ANIPBS7 (n=5), los cuales recibieron una

infusion de anisomicina (100 pg/ul; 1ul/Imin/hemisferio) 5y 7 horas

post adquisicion del CAS e inmediatamente después se les administro

amortiguador de fosfatos empleado como vehiculo durante las
diluciones de BDNF (PBS; 0.1M; pH 7.4; 1 ul/1 min/hemisferio).

o Grupo control (CON; n=5) el cual fue intervenido quirirgicamente en

Canulacion ‘
I

ausencia de administracion farmacoldgica y sujeto al entrenamiento

del CAS (Figura 13).
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Post operatorio o odelB histolégico
20 min
Ingesta de sacarina — LiCl—% Microinfusion de:
/ v \
ACSF anisomicina anisomicina
1 + BDNF + PBS
Grupos: Grupos: Grupos:
-ANIBDNFS -ANIBDNF5 -ANIPBS5
-ANIBDNF7 -ANIBDNF? -ANIPBS7

Figura 13. Diagrama de flujo correspondiente a la fase experimental I1.
Abreviaturas: ADQ, adquisicidn; LB, linea base; PA prueba de aversion.
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7.3.Andlisis de resultados.

El analisis de los datos generados durante los experimentos conductuales se realizdé por medio
del ANOVA factorial, tomando como variables el consumo de sacarina respecto a la linea base
de agua durante la adquisicion o durante la prueba de aversion y el tratamiento que recibid
cada grupo (tanto farmacol6gico como horas post administracion). Posteriormente se empleé la
prueba post-hoc de Fisher para ver las diferencias particulares entre cada grupo. Se tomd un
nivel significativo p<0.01.
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8. RESULTADOS

8.1. Resultados conductuales FASE 1.

No se observaron diferencias significativas entre los cinco grupos durante el
consumo de la solucién de sacarina en la sesion de adquisicion del CAS, como se

muestra en la figura 14.

Los promedios del consumo de sacarina (expresados en ml; X + E.S.) durante la
sesion de adquisicion para cada uno de los grupos fueron los siguientes: 12.3 +
0.33; 12.44 £ 0.33; 13.12 £ 0.51; 11.62 + 0.46 y 14.4 + 0.40; para los grupos ANI3,
ANI5, ANI7, ANI12 y CON respectivamente.

100 _

Consumo de sacarina durante la adquisicion
(% con respecto a la LB de agua) £ E.S

ANI3 ANI5 ANI7 ANI12 CON

Figura 14.Consumo de sacarina durante la sesién de adquisicién con respecto a la LB de agua.
No se observaron diferencias significativas entre los porcentajes de consumo de sacarina durante la
sesion de adquisicion del CAS con relacion al consumo de agua en la linea base (LB) entre los cinco
grupos. Grupos: ANI3, ANI5, ANI7 y ANI12= anisomicina administrada a las 3, 5, 7 y 12 hrs post
adquisicion del CAS; y CON= grupo control.




Sin embargo, se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos

durante

ANI7 son diferentes significativamente respecto a los grupos ANI3, ANI12 y CON
(p<0.001). Estos resultados muestran que a las 5y 7 horas después de la adquisicion

del CAS se requiere de sintesis de nuevas proteinas que contribuye al
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la prueba de aversion (figura 15), las cuales fueron reveladas por el
ANOVA factorial (F (4,36= 29.121, p < 0.01). La prueba post-hoc de Fisher mostro

que los consumos de sacarina durante la prueba de aversion de los grupos ANI5 y

mantenimiento de la memoria aversiva al sabor por periodos prolongados.

Los promedios del consumo de sacarina (expresados en ml; X + E.S.) durante la
prueba de aversion de cada grupo fueron los siguientes: 3.2 £ 0.2, 10.55 £+ 0.58, 10
+0.57,4 £ 053 y 3.2 + 0.48 para los grupos ANI3, ANI5, ANI7, ANI12 y CON,

respectivamente.

Consumo de sacarina durante la prueba de aversion

100 _

(% con respecto a la LB de agua) * E.S.

ANI3 ANI5 ANI7 ANI12 CON

Figura 15. Requerimiento de sintesis proteica de novo alas5y 7 hrs post

adquisicion del CAS para el mantenimiento de la memoria aversiva al sabor.
Los grupos ANI5 y ANI 7 exhibieron un incremento en el consumo de sacarina durante la prueba de
aversion con respecto a los grupos ANI3, ANI12 y CON, esto indica que la administracion de
anisomicina a las 5 y 7 hrs post adquisicion produce un déficit en la memoria aversiva al sabor de largo
plazo. Grupos: ANI3, ANI5, ANI7 y ANI12= anisomicina administrada a las 3, 5, 7 y 12 hrs post
adquisicion del CAS; y CON= grupo control. ** p<0.01.
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8.2. Resultados conductuales FASE I1.

No se observaron diferencias significativas entre los nueve grupos durante el
consumo de la solucion de sacarina en la sesion de adquisicion de CAS, como se

muestra en la figura 16.

Los promedios del consumo de sacarina (expresados en ml; X + E.S.) durante la
sesion de adquisicion para cada uno de los grupos fueron las siguientes: 12.44 +
0.33; 13.12 + 0.51; 14.33 +£ 0.42; 15.16 + 0.30; 11.55 + 0.44; 9.88 + 0.61; 13.8
0.37; 13.8 £ 0.58 y 14.4 + 0.40; para los grupos ANI5, ANI7, ACSF5, ACSF7,
ANIBDNF5, ANIBDNF7, ANIPBS5, ANIPBS7 y CON, respectivamente.

100 -

Consumo de sacarina durante la adquisicion
(% con respecto a la LB de agua) * E.S.

ANI5

ANI7

ACSF5
ACSF7
ANIBDNFS
ANIBDNF7
ANIPBS5
ANIPBS7
CON

Figura 16. Consumo de sacarina durante la sesion de adquisicion del CAS con respecto a la LB
de agua. No se observaron diferencias significativas en el consumo de sacarina durante la sesion de
adquisicion del CAS con relacion al consumo basal de agua (LB) entre los nueve grupos. Todos los
farmacos fueron administrados después de la adquisicion del CAS. Grupos: ANI5 y ANI7=
anisomicina administrada a las 5y 7 hrs; ACSF5 y ACSF7= liquido cefalorraquideo artificial
administrado a las 5y 7 hrs; ANIBDNF5 y ANIBDNF7= anisomicina + BDNF administrados a las 5
y 7 hrs; ANIPBS5 y ANIPBS7= anisomicina + vehiculo administrados a las 5y 7 hrs; y CON= grupo
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Por el contrario, se observaron diferencias significativas entre los nueve grupos
durante la prueba de aversion (figura 17), las cuales fueron reveladas a través del
ANOVA factorial (F @gs4= 58.921, p < 0.01). La prueba post-hoc de Fisher mostro
que los consumos de sacarina durante la prueba de aversion de los grupos ANI5 y
ANI7 en comparacion a los grupos ACSF5, ACSF7 y CON fueron diferentes
significativamente (p<0.001). Asimismo, se observaron diferencias altamente
significativas entre los grupos ANIBDNF5 y ANIBDNF7 con respecto a los grupos
ANIPBS5, ANIPBS7 y CON (p<0.001). Estos resultados revelan que la
administracion de BDNF a las 5 y 7 horas post adquisicion del CAS revierte los
efectos producidos por la anisomicina sobre el mantenimiento de la memoria

aversiva al sabor.

Los promedios del consumo de sacarina (expresados en ml; x + E.S.) durante la
prueba de aversion para cada grupo fueron: 10.55 + 0.58; 10 £ 0.57; 3 + 0.25; 3.33
+0.42; 3.33 £0.55;1.88 £ 0.42; 13 £ 0.44; 13.2 £ 0.58 y 3.2 £ 0.48; para los grupos
ANI5, ANI7, ACSF5. ACSF7, ANIBDNF5, ANIBDNF7, ANIPBS5, ANIPBS7 y

CON, respectivamente.



Consumo de sacarina durante la prueba de aversion

(% conrespectoalalLB de agua) * E.S.
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Figura 17. EI BDNF revierte el efecto ocasionado por la anisomicinaalas5y 7

hrs post adquisicion del CAS. El efecto que produce la anisomicina a las 5 y 7 horas después
de la adquisicién es revertido por la administracién de BDNF en las mismas ventanas temporales.
Todos los farmacos fueron administrados después de la adquisicion del CAS. Grupos: ANI5 y ANI7=
anisomicina administrada a las 5y 7 hrs; ACSF5 y ACSF7= liquido cefalorraquideo artificial
administrado a las 5y 7 hrs; ANIBDNF5 y ANIBDNF7= anisomicina + BDNF administrados a las 5
y 7 hrs; ANIPBS5 y ANIPBS7= anisomicina + vehiculo administrados a las 5y 7 hrs; y CON= grupo
control. ** p<0.01.
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8.3. Resultados histolégicos.

La figura 18 es una muestra representativa de la adecuada posicion de los
microinyectores en la corteza insular. Cabe mencionar que los animales, cuyas
canulas no presentaban una posicion adecuada fueron excluidos del analisis
experimental. Los andlisis histolégicos fueron efectuados segun el procedimiento

mencionado en la metodologia.
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Figura 18. Ubicacion de las canulas en la Cl. A. Representacion esquematica de la ubicacion de
las canulas en la corteza insular. B. Corte coronal representativo que muestra la ubicacién de la canula
en la corteza insular, procesado con la técnica de tincion de Nissl.
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9. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La capacidad de los organismos para recordar experiencias previas y de esta forma
modificar su comportamiento ante las demandas del ambiente, claramente es uno de
los fendmenos bioldgicos mas importantes que favorece la supervivencia y
conforma nuestra individualidad. En las Ultimas décadas el interes sobre los
procesos que subyacen al aprendizaje y la memoria ha incrementado
dramaticamente, siendo éstos parte de los fendmenos de estudio de la neurociencia
cognitiva (McGaugh, 1966; Kandel y Hawkins, 1992). Gracias a ello hemos podido
adentrarnos en el andlisis de los mecanismos moleculares del aprendizaje y la
memoria, lo cual es por demas necesario para comprender el funcionamiento del
sistema nervioso tanto en su condicion normal como patoldgica, ya que los cambios

producidos a nivel molecular afectan a los niveles sistémico y conductual.

El proceso de memoria cuenta entre sus fases a la adquisicién, la consolidacion y la
evocacion (Riegler, 2005). La sintesis de nuevas proteinas es requerida durante la
fase de consolidacion (McGaugh, 1966; Davis y Squire, 1984; Kandel, 2001;
Dudai, 2002; Barrientos et al., 2002) y recientemente se ha observado que esta
sintesis proteica de novo es necesaria también en diversos periodos temporales
después de la adquisicion (Grecksch y Matthies, 1980; Freeman et al., 1995;
Bourtchouladze et al., 1998; Tiunova et al., 1998; Igaz et al., 2002; Bekinschtein et
al., 2007; Romero-Granados et al., 2010). En el presente estudio demostramos que
también en regiones neocorticales como la corteza insular la sintesis proteica de
novo se da en diferentes ventanas temporales para lograr la preservacion de la
memoria gustativa en el largo plazo. Una de las proteinas implicadas en la
permanencia del trazo mnémico es el factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF, por sus siglas en inglés), debido a su capacidad reguladora de las
modificaciones funcionales y morfoldgicas, esenciales para la consolidacién

sinaptica (Carvalho et al., 2007; Bramham y Wells, 2007). Dentro de esta
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investigacion observamos que el BDNF tiene una importante participacion en la

corteza insular necesaria para el mantenimiento de la memoria aversiva al sabor.

Consolidacion y “reactivacion sindptica”

Diversos grupos de investigacion han demostrado que durante la consolidacion se
requiere de sintesis proteica de novo, puesto que la administracion de inhibidores de
sintesis de proteinas como la cicloheximida, puromicina y emetina (Alberini, 2008),
produce un déficit sobre el mantenimiento de la informacion sin afectar la
adquisicién (McGaugh, 1966; Davis y Squire, 1984; Kandel, 2001; Dudai, 2002;
Barrientos et al., 2002). Recientemente, Tsien y Wittenberg desarrollaron una teoria
denominada “reactivacion sinaptica”, la cual dentro de sus postulados sefiala la
existencia de circuitos de retroalimentacion proteica en ventanas temporales
especificas, que favorecen el fortalecimiento del trazo mnémonico y por ende, el
almacenamiento de informacién por periodos prolongados (Tsien y Wittenberg,
2002).

En concordancia con esta teoria, el presente estudio reveld que a las 5 y 7 horas
después de la adquisicion del CAS se presentan dos ventanas temporales dentro de
las cuales se requiere de sintesis de nuevas proteinas para que la informacion
aversiva al sabor se mantenga por periodos prolongados. Esto se demostro a través
de la administracion intracortical de anisomicina, la cual bloquea la actividad de la
peptidil transferasa en el ribosoma, inhibiendo de esta forma la sintesis de proteinas.
Dicho inhibidor tiene un periodo de actividad de varias horas, y su pico de accién
para alcanzar la inhibicion del 90% de la sintesis proteica se encuentra entre los 20
y 30 minutos después de su administracion (Davis y Squire, 1984; Rosenblum et al.,
1993; Moguel-Gonzélez et al., 2008).
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Diversos grupos de investigacion han cuestionado la idea sobre considerar a la
consolidacion como un proceso unitario, planteando que este proceso se lleva a
cabo de manera reiterada a niveles tanto celular como sistémico (Grecksch y
Matthies, 1980; Freeman et al., 1995; Bourtchouladze et al., 1998; Tiunova et al.,
1998; Igaz et al., 2002; Bekinschtein et al., 2007; Romero-Granados et al., 2010).
En este sentido, se ha demostrado que para que la memoria aversiva se mantenga en
el largo plazo se requiere de la sintesis de ARNm durante dos fases temporales: la
primera se presenta inmediatamente después del entrenamiento, mientras que la
segunda tiene lugar entre las 3 y 6 horas después de la adquisicion (lgaz et al.,
2002). Asimismo, se ha observado que la administracion de un inhibidor de sintesis
de proteinas produce un deterioro en la memoria contextual (cuando es infundido 3
horas después de la adquisicion), asi como en la categorizacion visual (al ser
administrado 5 horas después del entrenamiento; Bourtchouladze et al., 1998;
Tiunova et al., 1998). En este mismo orden de ideas, Bekinschtein y colaboradores
(2007) reportaron que la persistencia de la memoria aversiva requiere de una fase
dependiente de sintesis de nuevas proteinas que se presenta en el hipocampo 12 hrs
después del entrenamiento. Aunado a lo anterior, un estudio reciente de este mismo
grupo de investigacion ha revelado que el aprendizaje en el paradigma de evitacion
inhibitoria induce la activacién de genes de expresion temprana como c-Fos y
Homer l1a, y produce un incremento en los niveles de fosforilacion de Akt®,
CaMKIl o’ y ERK, entre las 18 y 24 horas después del entrenamiento (Bekinschtein
etal., 2010).

El presente estudio, en concordancia con los trabajos citados anteriormente, revela
la existencia de diferentes fases temporales en las que se requiere de sintesis de
nuevas proteinas. Dichas fases tienen lugar horas después de la adquisicion y son
cruciales para favorecer el mantenimiento de la informacion. Nuestra investigacion
también muestra evidencia de que los mecanismos de reactivacion sinaptica tienen

lugar en regiones neocorticales como la corteza insular.

8Akt. Familia de protefnas cinasas que es activada dentro de la cascada de sefializacién PI3k.
°CaMKII a.. Un tipo de cadena que compone a la proteina cinasa dependiente de calcio/calmodulina Il (CaMKIl),
requerida para la induccién de LTP en el hipocampo y para el aprendizaje espacial.
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La estabilizacion de la memoria involucra una serie de modificaciones moleculares,
morfoldgicas y electrofisoldgicas. Dichos cambios son regulados por la accion de
diferentes proteinas como el BDNF. Uno de los estudios que han evaluado la
participacion del BDNF en la transmision sinaptica, demostro que la LTP inducida
por estimulacion tetanica produce un incremento en la liberacion de BDNF (Aicardi
et al., 2004). En este sentido, estudios electrofisiologicos llevados a cabo por
nuestro grupo de investigacion han revelado que la microinfusién intracortical de
BDNF es suficiente para inducir LTP en la proyeccion de la amigdala basolateral a
la corteza insular (Escobar et al., 2003). Ademas, la potenciacion de largo plazo
inducida por BDNF bloquea la induccién de LTP in vitro e in vivo, lo cual sugiere
mecanismos de accion similares entre la potenciacion inducida por el BDNF vy la
generada por la estimulacion de alta frecuencia (Messaoudi et al., 2002). Por otra
parte, evidencia conductual aportada por nuestro grupo de investigacion muestra
que la administracion de BDNF modifica la curva de retencion del CAS (Castillo et
al., 2006). Mientras que el bloqueo farmacoldgico y genético del BDNF o del
receptor TrkB produce un deterioro de la LTP de largo plazo (Minichiello et al.,
2002).

Aunado a lo anterior, una serie de investigaciones muestran evidencia de que el
BDNF es un factor esencial dentro de los mecanismos moleculares que promueven
no so6lo la adquisicion de la informacién, sino también el mantenimiento del trazo
mnémico. Al respecto, Pang y colaboradores demostraron que el BDNF es capaz de
restaurar la fase tardia de la LTP hipocampal una vez que ha sido bloqueada por la
administracion de inhibidores de sintesis de proteinas (Pang et al., 2004).
Asimismo, un estudio reciente de nuestro grupo de investigacion demostrd que la
microinfusion de BDNF previa a la sesion de adquisicion del condicionamiento
aversivo a los sabores, revierte el déficit sobre la consolidacién de la memoria
aversiva al sabor ocasionado por la inhibicion de sintesis de proteinas en la corteza
insular; revelando con ello que la presencia de esta neurotrofina es fundamental
para la estabilizacion de la memoria en areas neocorticales como lo es la corteza

insular (Moguel-Gonzélez et al., 2008). Resultados similares se obtuvieron al
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administrar el BDNF en el hipocampo y evaluar el efecto en el paradigma de
evitacion inhibitoria (Bekinschtein et al., 2008). De igual forma, recientes
investigaciones muestran que 12 horas después de la adquisicion de la memoria
aversiva, se presenta una fase dependiente de BDNF tanto en el hipocampo como en
la amigdala, fundamental para la persistencia de este tipo de memoria (Bekinschtein
et al., 2007; Ou et. al., 2010). Nuestros resultados, en este sentido, revelan que la
administracion intracortical de BDNF 5 y 7 horas después de la adquisicion del
CAS, es capaz de revertir el déficit sobre la memoria aversiva al sabor producido
por la infusion de anisomicina. Debido a lo anterior, los resultados sugieren que
dentro de los mecanismos de reactivacion sinaptica, el BDNF es un factor crucial
que coadyuva a la permanencia de la memoria en regiones neocorticales como la

corteza insular.

Actualmente se considera que los cambios morfologicos dependientes de la
actividad son importantes para explicar cémo los organismos almacenan
informacion procedente de la interaccion con su medio ambiente. Al respecto,
extensa literatura ha demostrado que la presencia de BDNF produce efectos sobre la
estructura y organizacion neuronal. Por ejemplo, se ha observado que el
alargamiento gradual de las espinas dendriticas en las células piramidales del area
CAL del hipocampo es altamente dependiente de la sintesis de proteinas y de la
accion del BDNF (Tanaka et al., 2008). Con relacién a lo anterior, nuestro grupo de
investigacion ha reportado que la administracion intrahipocampal de BDNF en el
giro dentado produce un incremento en la eficiencia sinaptica en la region CA3 del
hipocampo y promueve cambios morfoldgicos a nivel presinaptico (Gomez-Palacio-
Schjetnan y Escobar, 2008). Los estudios anteriores muestran evidencia de que el
BDNF modula los cambios sinapticos que subyacen al almacenamiento de la

informacion.
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BDNF y sus mecanismos moleculares

La participacion esencial del BDNF en diversas expresiones de plasticidad sinéptica
ha derivado en estudios cuyo objeto ha sido identificar los mecanismos moleculares
mediante los cuales el BDNF lleva a cabo sus acciones. Dentro de estos estudios se
ha revelado que los efectos del BDNF en la plasticidad sinaptica se relacionan
ineluctablemente con la activacion de su receptor de alta afinidad TrkB. Por
ejemplo, Du y colaboradores (2000) demostraron que la estimulacion de alta
frecuencia produce la insercion de los receptores TrkB en la superficie de la
membrana, fendmeno que es abatido cuando la transmision sinaptica excitadora es
inhibida. Tras la interaccion del BDNF con su receptor de alta afinidad, se produce
la activacion de tres vias de sefializacion principalmente: MAPK, fosfolipasa-C
(PLC) y fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K). A través de estas vias, el BDNF regula la
plasticidad sindptica dependiente de actividad asociada a diversos procesos como el
aprendizaje y la memoria. En este sentido, un estudio reciente demostrd que la
aplicacién exdgena de BDNF en el hipocampo favorece la persistencia de la
memoria a través de la activacion de ERK (Bekinschtein et al., 2008). De manera
similar, estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion revelaron que el
BDNF no incrementa la eficiencia sindptica ni modifica la retencion del CAS,
cuando la neurotrofina es infundida en conjunto con un inhibidor de la via de las
MAPK (Escobar et al., 2003; Castillo et al., 2006).

Las vias de sefializacion mencionadas previamente, conducen a la activacion de
diferentes proteinas cinasas como PKC, PKA y CAMK’s (cinasas dependientes de
calcio-calmodulina). Estas proteinas translocan al nucleo, produciendo la
fosforilacion de factores de transcripcion como CREB y factores de iniciacion,
dando como resultado la sintesis de nuevas proteinas y con ello la formacion de
nuevos contactos sinapticos (Reichardt, 2001; Gomez-Palacio Schjetnan y Escobar-
Rodriguez, 2007). Asi, se ha demostrado que las acciones de las MAPK,
especificamente, ERK han sido identificadas como activadoras del factor de

iniciacion elF4E y el factor de elongacion eEF2, los cuales estan relacionados con
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la traduccion de proteinas, un requisito para la consolidacion sinaptica (Kelleher et
al., 2004; Kanhema et al., 2006; Bramham y Wells, 2007).

Esta serie de evidencias demuestra que la activacion de los receptores TrkB
desencadena distintas rutas de sefializacién que interactuan entre si durante la

generacion de procesos plasticos a largo plazo en el sistema nervioso.

Perspectivas

En la presente investigacion se analizaron diversas fases temporales en las cuales es
necesaria la sintesis de nuevas proteinas que favorece el mantenimiento de la
informacion aversiva al sabor por periodos prolongados. Evaluando de igual forma
la importancia de la presencia del BDNF para la modulacién de los eventos
celulares que subyacen a la estabilizacion y el mantenimiento de la informacion
gustativa. Esta serie de evidencias sugiere que el BDNF es producto esencial de
estas oleadas de sintesis proteica, necesario para la persistencia de la informacion.
De manera que el conocer a fondo los mecanismos moleculares a través de los
cuales el BDNF ejerce sus acciones para promover la persistencia de la memoria
gustativa en la corteza insular contribuira a inferir los mecanismos celulares por los

cuales son modulados diversos procesos cognitivos.

Asimismo los resultados derivados de estas investigaciones aportaran nuevas
estrategias para el tratamiento de trastornos asociados a la memoria, asi como a

diversas neuropatologias que comprometan la participacion del BDNF.
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Conclusiones:

- La sintesis de nuevas proteinas es requerida a las 5 y 7 horas después de la
adquisicion del CAS, lo cual es crucial para preservar la memoria aversiva al
sabor en regiones neocorticales como la corteza insular. Revelando con ello
que la consolidacion no es un proceso unitario, sino que se lleva a cabo de

manera reiterada a niveles tanto celular como sistémico.

- Lainfusién intracortical de BDNF a las 5 y 7 horas después de la adquisicién
del CAS, revierte el déficit sobre la memoria aversiva al sabor, ocasionado

por la inhibicion de sintesis proteica en la corteza insular.

- EI BDNF es un producto esencial de las oleadas de sintesis de nuevas
proteinas que se presentan horas después de la adquisicion del CAS en la

corteza insular.

El BDNF regula las modificaciones en las propiedades sinapticas que subyacen no
solo a la adquisicion de la informacion, sino también que promueven la persistencia
del trazo mnémico. Asi, la permanencia de la memoria requiere de una reactivacion
constante de los mecanismos moleculares que participan durante la consolidacion
de la informacion. Parte fundamental de estos mecanismos es la presencia de
BDNF.
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