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RESUMEN

La exposicion prolongada a un ambiente enriquecido (AE) ha demostrado una notable capacidad
para modular el impacto fisioldgico de los estimulos aversivos, fomentando actitudes
adaptativas, de modo que los organismos puedan desarrollar resiliencia frente a situaciones
estresantes. Asimismo, se ha descrito que el AE puede actuar como un modulador homeostatico
natural siendo capaz de regular la plasticidad sinaptica como la potenciacion de largo plazo
(LTP), mejorando asi los procesos cognitivos. Estos efectos han sido asociados con niveles
elevados de factores troficos, como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
reconocido como una proteina reguladora de la plasticidad sinaptica en el cerebro adulto.
Investigaciones previas de nuestro grupo de investigacion han demostrado que en la corteza
insular (Cl), una estructura cerebral del l6bulo temporal implicada en la memoria del
condicionamiento de aversion al sabor (CAS), el BDNF tiene la capacidad de revertir el déficit de
memoria del CAS provocado por un inhibidor de sintesis de proteinas. En este contexto, el
modelo conocido como etiquetado conductual constituye un marco de referencia que explica
cémo eventos destacados o novedosos son capaces de fortalecer trazos de memoria débiles
codificados en ventanas temporales criticas antes o después de la experiencia novedosa. Sin
embargo, en la actualidad aun no esta claramente delimitada la ventana temporal éptima para
llevar a cabo la intervencion con un AE para desplegar su capacidad de modulacion tanto de la
prominencia de los estimulos como de la expresion de plasticidad sindptica. El presente estudio
tiene como objetivo evaluar los efectos de la exposicién a un ambiente enriquecido sobre la
fortaleza de una memoria aversiva, asi como sobre la eficiencia de la comunicacién sinaptica,
empleando para ello la tarea denominada CAS, asi como el fendémeno de LTP in vivo en la via que
va de laamigdala basolateral a la corteza insular de ratas adultas. Nuestros resultados muestran
que la exposicion a un AE durante 21 dias atenua la fortaleza de la memoria aversiva del CAS y
restaura los niveles de BDNF en la Cl. Asimismo, muestran que una exposicion breve de 7 dias al
AE es suficiente para atenuar la respuesta aversiva ante un CAS fuerte y permitir la induccion,
pero bloquear el mantenimiento de la LTP in vivo de la via que va del nucleo basolateral de la
amigdala a la corteza insular (BLA-CI). Adicionalmente, nuestros resultados muestran que la
exposicion al AE efectuado entre la sesidon de adquisicion y la prueba de aversion, es capaz de
fortalecer el trazo de memoria del CAS, probablemente a través de un mecanismo de etiquetado
y marcaje conductual. En conjunto, estos hallazgos proporcionan evidencia de que el AE es
capaz de modular en diferentes ventanas temporales, un trazo de memoria aversivo restaurando
los niveles de BDNF en la Cl. Asimismo, es capaz de modificar el curso temporal de la expresion
de plasticidad sinaptica en areas neocorticales implicadas en el procesamiento de estimulos
aversivos. Finalmente, los resultados muestran también que la etapa dentro del proceso de
memoria en la cual tiene lugar la exposicion a un AE puede determinar la direccion de la
modulacion observada. Los presentes resultados subrayan la importancia de los ambientes
enriquecidos como potenciales moduladores de los procesos de memoria asociados a eventos
estresantes.
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ABSTRACT

Long-term exposure to an enriched environment (EE) has demonstrated a remarkable ability to modulate
the physiological impact of aversive stimuli, promoting adaptive attitudes, as well as the development of
resilience to stressful situations. Likewise, it is known that EE can act as a natural homeostatic
modulator, being able to regulate synaptic plasticity such as long-term potentiation (LTP). These effects
are known to be related to increased levels of some trophic factors, such as brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), which has been considered a regulatory protein for synaptic plasticity in the adult brain.
Our previous studies have demonstrated that in the insular cortex (IC), a brain region of the temporal
lobe implicated in the acquisition, consolidation, and retention of conditioned taste aversion (CTA) task,
BDNF can reverse the CTA memory deficit caused by a protein synthesis inhibitor. In this context, the
model known as Behavioral tagging (BT) constitutes a framework that explains how salient or novel
events are capable of strengthen weak memory traces encoded in critical time windows before or after
the novel experience. However, at present the optimal time window to carry out the intervention with an
EE to deploy its modulation capacity of both the salience of the stimuli and the expression of synaptic
plasticity is not yet clearly delimited. The present study aims to evaluate the effects of exposure to an
enriched environment on the strength of an aversive memory, as well as on the efficiency of synaptic
communication, using the CTA task and in vivo LTP at the basolateral amygdala - insular cortex pathway
in adult rats. Our results show that exposure to an EE for 21 days attenuates the strength of CTA aversive
memory and restores the IC BDNF levels. Likewise, they show that a brief exposure of 7 days to EE is
sufficient to attenuate the aversive response to a strong CTA and allows the induction but block the
maintenance of in vivo BLA-IC LTP. Furthermore, our results show that exposure to EE carried out
between the acquisition session and the aversion test is capable of strengthen the CTA memory trace,
probably through BT mechanisms. In summary, the present findings provide evidence that EE is able to
modulate an aversive memory trace at different time windows by restoring BDNF levels in the IC. They
also show that EE modifies the expression of synaptic plasticity at neocortical areas involved in aversive
stimuli processing, and that the memory stage at which the exposure to EE occurs determines the
direction of the observed modulation. The present results highlight that environmental manipulations
could be used as a modulator for stress-associated memaory processes.

A
[e)]
Y




ACTH
AE
AMPA
ANOVA
ARNmM
BDNF
BLA
CA1
CA2
CA3
CaMKll
CAS
Cl

CIS
EC

El

Eje HPA
E-LTP
GluR1
HFS
IA
KIF1A
LiCl
L-LTP
LTM
LTP
mGIluR5
NMDA
NPB
NR2B
NTS
PKMZ
PRP
RC
STC
TEPT
TH
TrKB
VPM
VTA
Zif-268

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Hormona adrenocorticotropica

Ambiente enriquecido

Acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiénico
Analisis de varianza

Acido ribonucleico mensajero

Factor Neurotrofico derivado del Cerebro
Amigdala basolateral

Cuerno de Amon-region 1

Cuerno de Amon-region 2

Cuerno de Amon-region 3

Proteina cinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo Il
Condicionamiento de aversion al sabor
Corteza insular

Estrés por inmovilizacion cronica

Estimulo condicionado

Estimulo incondicionado
Hipotalamo-hipofisiario-adrenal

Fase temprana de la potenciacién de largo plazo
Subunidad 1 de receptores AMPA
Estimulacion de alta frecuencia

Evitacion inhibitoria

Proteina de la familia de las cinesinas 3
Cloruro de litio

Fase tardia de la potenciacion de largo plazo
Memoria de largo plazo

Potenciacion de largo plazo

Receptor metabotropico de glutamato 5
Receptores N-metil-D-aspartato

Nucleo parabraquial del puente

Subunidad 2B de receptor NMDA

Nucleo del tracto solitario

Proteina cinasa M¢

Productos relacionados a la plasticidad
Respuesta condicionada

Hipdtesis de etiquetado y marcaje sinaptico
Trastorno de estrés postraumatico

Tirosina hidroxilasa

Receptor de proteina tirosina cinasa

Nucleo ventro-posterior medial del tdlamo
Area tegmental ventral

Proteina de respuesta de crecimiento temprano 1

> »
< »




INTRODUCCION

Los seres vivos poseen la habilidad innata de captar informacién de su entorno y ajustar su
comportamiento en respuesta a nuevas experiencias que deben ser almacenadas para su supervivencia
(Moncada, Ballarini y Viola, 2015). En este sentido, el aprendizaje se refiere al proceso mediante el cual
un organismo adquiere nueva informacion, mientras que la memoria se define como el proceso

mediante el cual se almacenay recupera lainformacion adquirida (Beary Connors, 2004; Kandel, 2001).

Dentro del ambito de las neurociencias, la consolidacidn de la memoria se refiere a la progresiva
estabilizacion de la memoria de largo plazo después de la adquisicion de la informacion (Dudai, 2004).
La consolidacion se revela como un proceso esencial para discernir entre la informacion valiosa y la
prescindible. Aquella informacion que no se refuerza y consolida con el tiempo tiende a disiparse. La
fuerza de una memoria también puede estar asociada a contextos especificos, por ejemplo, las
memorias aversivas son rapidamente almacenadas y son dificiles de olvidar (Cahilly McGaugh, 1998;

Hamann et al., 1999; Tambini et al., 2017; Dunsmoor et al., 2022).

En este sentido diversas investigaciones han demostrado que la novedad desencadena
procesos neuromoduladores que priorizan la informacion relevante para los organismos en memorias
de largo plazo. Estas mejoras se basan en una serie de procesos neuroquimicos enddgenos que
garantizan la adecuada adquisicidn y consolidacion de la memoria (Shohamy y Adcock, 2010; Lisman,

etal.,, 2011; Schwarze et al., 2012; McGaugh, 2015).
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Ambientes enriquecidos

Diversas investigaciones han demostrado la relevancia de los factores ambientales en el
comportamiento. En particular, en el estudio de la interaccion ambiente-organismo, el impacto del
paradigma del enriquecimiento ambiental refuerza el papel crucial de la experiencia en el desarrollo del

sistema nervioso y su manifestacion en la conducta.

En 1911, S. Ramon y Cajal sugirio que el ejercicio cerebral podria establecer nuevas y mas
numerosas conexiones entre las neuronas cerebrales. Posteriormente, en 1949, Hebb postuld el
concepto de “ambiente enriquecido”, dadas las observaciones de que los animales criados en entornos
enriquecidos durante la infancia podrian experimentar cambios cerebrales permanentes asociados con

una mejora en las capacidades de resolucién de problemas (Rennery Rosenzweig, 1987).

El ambiente enriquecido (AE) se describe como un modelo en el que, mediante cambios
novedosos y mas complejos de las condiciones estandar de alojamiento de los animales, se facilita 'y
mejora la estimulacidn sensorial, cognitiva y motora (Nithianantharajah y Hannan, 2006), este modelo
incluye tanto objetos de diferentes texturas, colores, tamanos y formas, como actividad fisica y social
de los animales produciendo alteraciones anatémicas y fisiolégicas en el cerebro (Figura 1A). Los
primeros estudios sobre los efectos del ambiente enriquecido mostraban una amplia gama de cambios
plasticos en el cerebro de roedores. Rosenzweigy colaboradores en 1962, mostraron que los animales
que experimentaron la exposicion al nuevo entorno enriquecido tenian cerebros mas pesados que las
ratas alojadas en condiciones estandar, sugiriendo que el ambiente enriquecido habia causado estos
cambios neuroanatémicos (Figura 1B) (Rosenzweig et al., 1962). Poco después, se demostrd que
también hubo un aumento en el grosor cortical en los animales enriquecidos (Diamond et al., 1966) y
posteriormente, varios estudios revelaron que el ambiente enriquecido incrementaba la complejidad

de la arborizacion dendritica (Globus et al., 1973; Volkmar y Greenough, 1972).
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Coghnitivo

B.
Basal AE
A ..

Hipocampo  Corteza Prefrontal Amigdala
Supervivencia celular Ar 9 sd
Complejidad dendritica N -
Plasticidad sinaptica AP 95
Neurotrofinas N T
Hormonas ™ - -
Neurotransmisores ™ N N
Factores inmunolégicos AP NP sd
Otras células N T -

Figura 1. Esquema ilustrativo del enriquecimiento ambiental y sus efectos positivos en las diferentes areas cerebrales.
A. El enriquecimiento ambiental promueve la estimulacion de las cortezas somatosensorial (roja) y visual (naranja). Asi
mismo, promueve la estimulacion cognitiva (azul) por medio de reconocimiento de objetos y exploracion espacial activando
el hipocampo. Mejora la actividad motora (verde), incluyendo las habilidades motoras finas (Modificado de
Nithianantharajah y Hannan, 2006). B. Efectos morfolégicos y moleculares del enriquecimiento (AE) en regiones
corticolimbicas. La coloracion refleja la intensidad de los efectos del AE en cada region. ™ mayor actividad. ¥ disminucién de

la actividad. - sin cambios. sd sin datos disponibles (Modificado de Smail et al., 2020).
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El enriquecimiento ambiental como modulador de los estimulos aversivos

Existe evidencia experimental que reporta que los animales alojados en un ambiente
enriquecido presentan un menor impacto psicoldgico o fisioldgico por parte de los estresores, en
comparacion con los animales alojados en condiciones estandar (Crofton, Zhang, y Green, 2015; Fox,
Merali, y Harrison, 2006; Singhal et al., 2014). En este sentido se ha descrito que animales expuestos a
ambiente enriquecido que son estresados levemente mediante el paradigma conductual de evitacion
pasiva responden de manera sobresaliente en el laberinto de Morris y en la locomocion en un campo
abierto respecto a los animales alojados en condiciones estandar, sin embargo, estos no presentan
diferencias con elrendimiento de animales expuestos a un ambiente enriquecido en ausencia de estrés,
sugiriendo que la exposicidn a un enriquecimiento ambiental propicia una estabilidad emocional en el
animal, presentando una respuesta con menores indices de ansiedad ante la exploracion de entornosy
objetos desconocidos (Larsson, Winblad y Mohammed, 2002). Ademas, se ha observado que los
animales expuestos a un ambiente enriquecido se habitian rapidamente a la novedad, lo que reduce el
comportamiento ansioso y mejora su capacidad para hacer frente a los desafios (Fuss et al., 2010;

Hendershott et sl., 2016; Voss et al., 2013).

En este orden de ideas, existe evidencia de que la interaccion social dentro de un protocolo de
enriquecimiento ambiental es capaz de modificar la saliencia de los estimulos aversivos en la tarea del
condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) (Smith, Neill, y Costall, 1998). En otra investigacion
en la que se evaluaron los efectos del ambiente enriquecido en el procesamiento de un aprendizaje
aversivo inducido por un condicionamiento de miedo contextual, se observo que las ratas expuestas a
AE mostraban una reduccién en la conducta de miedo asociado con los eventos aversivos,
presumiblemente debido a una regulacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), aumentando

la expresion del ARNm del receptor de glucocorticoides en el hipocampo (Barbelivien et al., 2006).

Por su parte, Beckman y Bardo demostraron que el ambiente enriquecido reduce el valor del
incentivo de una sefal asociada a recompensa, mostrando una menor busqueda de ésta respecto a
animales alojados en condiciones estandar. Sugiriendo ademas que la reduccion delvalor del incentivo

es mediada por la sefalizacion dopaminérgica en los animales enriquecidos (Beckmanny Bardo, 2012).
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Asimismo, se han observado modificaciones en los patrones de actividad cerebral, de manera
particular, en regiones cerebrales involucradas en el procesamiento de tareas de condicionamiento de
tipo aversivo en animales expuestos a un AE, atribuyendo este fendmeno a cambios en la activacion
metabdlica cerebral (Gonzalez-Lima et al., 1994; Izquierdo et al., 1997; Turner, Yang, y Lewis, 2002). En
este sentido, Nikolaev y colaboradores reportaron una disminucion de la actividad neuronalen la
amigdala, a través de la expresion de C-Fos, durante la tarea de evitacidn pasiva en ratas expuestas a un
ambiente enriquecido (Nikolaev et al., 2002). De manera similar, Leger y colaboradores observaron una
reduccién en la actividad metabdlica medida a través de la actividad de la citocromo oxidasa en la
amigdala de ratones alojados en AE, durante la ejecucion del paradigma de evitacién pasiva, sugiriendo
que esta disminucion en la actividad es capaz de atenuar un comportamiento de tipo ansioso (Leger et

al., 2012).

Modulacion de respuestas aversivas y modificacion de la sefializacion neuroquimica generada por

el enriquecimiento ambiental: participacion del BDNF

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) desempena un papel crucial en los
procesos de memoria. En este sentido, se ha descrito un aumento significativo en el RNAm de BDNF
en el hipocampo tras la adquisicion de tareas espaciales, como el laberinto acuatico de Morris, el
laberinto radial, el condicionamiento de miedo al tono, asi como el condicionamiento de miedo

contextual (Kesslak et al., 1998; Hall, Thomas y Everitt, 2000; Mizuno et al., 2000; Alonso et al., 2002).

En concordancia con lo anterior, se ha comprobado que la interferencia con la sintesis de
BDNF o la disponibilidad de su receptor TrkB impacta negativamente la formacidn de la memoria de
largo plazo. A modo de ejemplo, los ratones modificados genéticamente (BDNF+/-) experimentan
dificultades en su desempefio en la tarea del laberinto acuatico de Morris (Linnarsson, Bjorklund y
Ernfors, 1997) y en el condicionamiento de miedo contextual (Liu et al., 2004). De igual manera, la
supresion de la expresion del ARNm de BDNF, lograda mediante la infusion de oligonucledtidos
antisentido de BDNF o la aplicacion de anticuerpos anti-BDNF en el hipocampo antes de la
adquisicién de blogues de entrenamiento en tareas de evitacion inhibidora y laberinto de brazo radial,
también incide en el proceso de formacion de la memoria a largo plazo (Ma et al., 2011; Mizuno et al.,

2000; Alonso et al., 2002). Adicionalmente, se ha demostrado que las manipulaciones genéticas y
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farmacoldgicas de la sefializacion del BDNF antes de un entrenamiento tienen un impacto negativo en
la formacion de la memoria (Gorski et al., 2003; Koponen et al., 2004; Monteggia et al., 2004; Heldt et
al., 2007).

En este sentido, se ha demostrado que el enriquecimiento ambiental, es capaz de afectar
sistemas de neurotransmisién (serotoninérgico, dopaminérgico, colinérgico, glutamatérgico) (Eckerty
Abraham, 2012), varios componentes del sistema inmune como linfocitos T y células NK (Benaroya-
Milshtein et al., 2004), asi como los niveles de ciertas neurotrofinas (Singhal et al., 2014; Zhang et al.,
2016), por lo que se considera como un modulador potencial de la funcién cerebral (Kempermann,
2019). Actualmente se conoce que el estrés conduce al desarrollo de comportamientos similares a la
depresion o la ansiedad (Golden et al., 2011; Lehmann y Herkenham, 2011), y en este sentido, BDNF
constituye el primer agente regulado negativamente en diferentes estructuras cerebrales que
contribuye claramente a la aparicion de conductas desadaptativas en los animales (Shilpa et al., 2017).
De igual manera, se ha observado que un breve episodio de estrés por inmovilizaciéon conduce a un
rapido incremento en la expresion de BDNF en el hipocampo, el hipotalamo y la pituitaria, estructuras
implicadas en la modulacion del eje HPAy mantenimiento de la homeostasis (Givalois et al., 2004; Rage
et al., 2002; Marmigere et al., 2003). Destacando que este rapido aumento en la expresion de BDNF
precede a la activacion de neuronas que secretan arginina-vasopresina (AVP) y la hormona liberadora
de corticotropina (CRH), sugiriendo asi que BDNF podria desempenar la funcion de un mensajero

intracelular que responde al estrés (Givalois et al., 2004).

En contraposicion, la exposicion a AE es capaz de revertir las deficiencias cognitivas y disminuir
las conductas ansiosas inducidas por estrés, produciendo incrementos en los niveles de BDNF, y
modulando la actividad de los astrocitos, asi como de los receptores de glucocorticoides en el
hipocampo, la corteza frontaly la amigdala (Figura 2) (Ashokan et al., 2016; Shilpa et al., 2017; McQuaid
etal.,2018; Shen et al., 2019).
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Figura 2. ELambiente enriquecido normaliza la expresion alterada de BDNF inducida por estrés mediante inmovilizacion
cronica (IC) en diferentes estructuras cerebrales. A. La exposicion a un ambiente enriquecido (AE) restaura los niveles a la
baja de BDNF inducida por IC en el hipocampo. B. Los niveles de BDNF expresados al alza en animales estresados son
regulados en animales expuestos a un ambiente enriquecido en la amigdala. *p< 0.05, **p < 0.01 respecto al control. *p <
0,05, #p < 0,01 respecto a CIS (Modificado de Shilpa et al., 2017).

Por su parte, Bekinschteiny colaboradores mostraron que la exposicion de roedores a ambientes
enriquecidos incrementa la expresion de BDNF y la regulacion epigenética del gen que lo codifica

(Bekinschtein et al., 2011).

Actualmente el BDNF es considerado una proteina imprescindible para la regulacion de los
mecanismos relacionados con la memoria de largo plazo en el cerebro adulto (Ickes et al., 2000;
Bekinschtein et al., 2011), en este sentido, una investigacion reciente de Tanichi, describi6 que existe
un incremento en la expresion de ARNm de BDNF en el hipocampo asociado tanto a la neurogénesis

como a la neuroplasticidad de animales estresados (Tanichi et al., 2018).

De manera analoga se ha descrito que la liberacion de BDNF es capaz de regular procesos de
aprendizaje y memoria en diferentes estructuras cerebrales. En la amigdala se ha observado un
incremento en los niveles de esta proteina, asi como en la fosforilacion de los receptores TrkB como
consecuencia de la tarea de condicionamiento al miedo (Rattiner et al., 2004). En el hipocampo, se ha
descrito que el aumento en los niveles de BDNF generados por la exposicion a ambientes enriquecidos,
es capaz de regular procesos de aprendizaje y memoria. Especificamente, al modular de manera

positiva la expresion de la proteina KIF1A, molécula esencial para el aprendizaje de miedo al contexto
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(Kondo, Takei, y Hirokawa, 2012). Del mismo modo, recientes investigaciones de nuestro laboratorio
muestran que la infusion aguda de BDNF en la corteza insular (Cl) (en la misma concentracion empleada
para inducir una potenciacién duradera de la eficacia sinaptica en la proyeccién BLA-CI), fortalece el
trazo de memoria del CAS, estos hallazgos mostraron que la administracion de BDNF en la corteza
insular adulta es suficiente para incrementar un trazo de memoria aversiva (Martinez-Moreno,
Rodriguez-Duran, y Escobar, 2016). Aunado a lo anterior, otro estudio de nuestro grupo de trabajo
demostro que la infusion aguda de BDNF en la corteza insular es capaz de promover la extincion del CAS

(Rodriguez-Serrano et al., 2014).

El condicionamiento de aversion al sabor

Desde la perspectiva evolutiva, la necesidad de un aprendizaje rapido se destaca cuando una
conducta pone en peligro la vida del animal (Breed y Moore, 2012). La ingesta de comida venenosa o
contaminada puede generar rapidamente una aversion a ese tipo de alimento tras una unica
experiencia. La emesis, o proceso de vomitar el alimento téxico, implica no solo la pérdida de esa
comida, sino también de otros alimentos similares, y a menudo, la capacidad de alimentarse por un
tiempo. Para animales con limitaciones energéticas, estas pérdidas pueden ser significativas. Por lo
tanto, la evolucidn ha favorecido la capacidad de aprender velozmente a evitar alimentos toxicos y
retener esa informacion en una memoria duradera, conocido como aprendizaje de la aversion al gusto

(Breed y Moore, 2012).

Desde una perspectiva experimental, el CAS se ha considerado como un importante paradigma
de aprendizaje en el que las diferentes fases del aprendizaje, incluidas la adquisicion, la retenciony la
extincién, se pueden estudiar de forma sistematica e independiente. Entre sus caracteristicas, se
destaca que es posible generar una fuerte asociacion entre el sabory el malestar gastrico con una sola
sesidn de entrenamiento, ademas de la exhaustiva comprension de la viaimplicada en el procesamiento
de la informacion (Escobar et al., 2002; Berman et al., 2003; Bermudez-Rattoni et al., 2004; Foy y Foy,
2009).

El CAS es un tipo de condicionamiento clasico en el que el sabor actia como estimulo
condicionado (EC) y el malestar gastrico como estimulo incondicionado (El), permitiendo que un

estimulo gustativo adquiera la capacidad de generar una respuesta condicionada (RC). Los animales
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adquieren el aprendizaje de la tarea cuando el estimulo aversivo es inyectado por via intraperitoneal

(Figura 3) (Ingram, 2001).

En 1955, John Garcia, uno de los pioneros en la investigacion de este condicionamiento,
describid, por primeravez, que las ratas desarrollan aversion a soluciones con sabor dulce cuando éstas
son seguidas por la aplicacién de rayos gamma (Garcia et al., 1955). Posteriormente, el mismo grupo de
investigacion utilizo cloruro de litio (LiCl) como estimulo aversivo, demostrando que una solucién con
sabor se asocia mas facilmente a la induccién de ndusea que a la aplicacion de choques eléctricos en
las patas, lo cual comprobd que en este condicionamiento es importante que el estimulo aversivo sea

de tipo visceral (Garcia y Koelling, 1966).

EC: Sacarina RC: Aversion

Figura 3. Condicionamiento de aversidon al sabor. La asociacion de un sabor novedoso (sacarina) con un malestar gastrico
(inyeccion de LiCl) provoca el malestar gastrico, lo cual causa que el animal muestre aversion al estimulo, evitando su
consumo (Figura creada en Biorender).

Los principios generales del CAS consisten en:

a) Si un animal consume un alimento con sabor y posteriormente experimenta malestar
gastrico, en futuras experiencias con ese sabor, el animal evitara o reducira drasticamente su consumo
(Garcia et al., 1985).

b) La fuerza de la aversién esta directamente relacionada con la intensidad del sabor y del

malestar, e inversamente relacionada con elintervalo entre la presentacién del sabor y la induccion del
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malestar. Este intervalo entre el EC y el El puede durar horas, a diferencia de otros condicionamientos,
en los cuales es necesario que el intervalo sea de segundos (Garcia y Koelling, 1966).
c) Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos gastricos (Garcia y Koelling,

1966).

ELCAS requiere la formacion de un trazo de memoria aversiva a partir de la asociacion entre dos
estimulos que convergen en la corteza insular. El estimulo gustativo activa la via gustativa hasta llegar a
la Cl, formando asi el trazo de memoria gustativa de tipo seguro (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-
Rattoni et al., 2005). En cambio, el estimulo aversivo activa la Cl a través de la amigdala, dando lugar a
la formacion de un trazo de memoria gustativa de tipo aversivo (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-

Rattoni et al., 2005).

El sustrato neuroanatomico del CAS

El procesamiento de la informacion del sabor comienza en la cavidad oral con la activacion de
células quimiorreceptoras como resultado de la exposicién a un sabor. Las células quimiorreceptoras,
basales y de soporte en conjunto forman las yemas gustativas, pequefas protuberancias en el epitelio
de la lengua conocidas como papilas gustativas (Yarmolinsky et al., 2009; Carleton et al., 2010; Bear et

al., 2016; Yiannakas y Rosenblum, 2017).

Las papilas gustativas de la lengua y el paladar estan inervadas por tres nervios aferentes: la
cuerda del timpano, petroso mayor superficial y glosofaringeo. Estos nervios conducen la informacion
de los receptores gustativos al nucleo del tracto solitario (NTS), principalmente a través de los pares
craneales facial (VII) y glosofaringeo (IX), y del nervio vago (X) desde la laringe y la faringe (Bermudez-
Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2004; Carleton et al., 2010; Staszko y Boughter, 2020). Luego, el
NTS, en ratas por ejemplo, establece sinapsis en el nucleo parabraquial del puente (NPB), desde donde
se proyecta hacia varias regiones, como el hipotalamo lateral, el ntcleo del nicho de la estria terminalis,
los nucleos central y basolateral de la amigdala, y la zona parvocelular del ntcleo ventroposteromedial
deltalamo (VPM), que finalmente proyecta hacia la Cl (Figura 4B) (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-
Rattoni et al., 2004; Nufez-Jaramillo et al., 2010; Yiannakas y Rosenblum, 2017; Staszko y Boughter,
2020).
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En cuanto a lainformacion visceralrelacionada con lairritacion gastrica, esta se procesa a través
del nervio vago, que proyecta hacia el NTS y posteriormente hacia el NPB, la amigdala y el nucleo
paraventricular del hipotdlamo (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2004; Staszko y

Boughter, 2020; Yarmolinsky et al., 2009).

A. B.
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asociacion frontal
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ort Za Insuta, , Lorteza rerirrinal
_.EZa Pirj iforme
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Figura 4. Anatomia de la corteza insular. A. Representacion esquematica de la Cl en el ratén, mostrando la corteza insular
agranular (CIA), corteza insular agranular parte dorsal (CIAD), corteza insular agranular parte ventral (CIAV), corteza insular
agranular parte posterior (CIAP), corteza insular disgranular (CID), corteza insular granular (CIG). B. El sabor surge de la legua
y el paladar, que son inervados por tres nervios aferentes: la cuerda del timpano, la superficie petrosa mayor y el
glosofaringeo. Estos nervios llevan la informacion del sabor desde las células receptoras en la lengua al nicleo del tracto
solitario (NTS) en el cerebro. A partir de este nucleo, la informacion es transferida a través del nicleo parabraquial (NPB)y
del nucleo ventral posteromedial del talamo (NVPT) tanto a la corteza como al nucleo basolateral amigdalino (Bla), el cual
proyecta hacia la corteza gustativa primaria en la insula (CI). (Figura modificada en Biorender tomada de Bermidez-Rattoni,

2014; Gogolla, 2017).

Hoy en dia la Cl es considerada como un nodo crucial de integracion sensorial multimodal (Asya
Rolls, 2023; Malezieux, Klein y Gogolla, 2023, 2023; Prilutski y Livneh, 2023). Asi, la evidencia
experimental sefala a la Cl como participe en los procesos de integracion e interpretacion de senales
interoceptivas tales como hambre, sedy dolor (Wang et al., 2021; Labrakakis, 2023; Prilutskiy y Livneh,
2023), procesamiento de emociones (Etkin et al., 2015; Malezieux, Klein y Gogolla, 2023), integracioén
multisensorial (Gogolla, 2017; Prilutski y Livheh, 2023), aprendizaje y memoria (Bermudez-Rattoni,
2014; Gogolla, 2017; Rodriguez-Duran et al., 2017; Gutiérrez-Vera et al., 2022; 2023; Briones-Vidal et
al., 2024), asi como en la regulacion del sistema inmune (Ramirez-Amaya y Bermudez-Rattoni, 1999;

Pacheco-Lépez et al., 2013; Koren et al., 2021).
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Desde el punto de vista citoarquitectonico la Cl puede dividirse en tres areas: granular (parte
dorsal), disgranular (centro) y agranular (porcion ventral) (Bermudez-Rattoni, 2014; Gogolla, 2017;
Staszko et al., 2020). La regidn granular se relaciona con areas corticales viscero-sensoriales, la
disgranular con distintas modalidades gustativas, y la agranular con funciones de integracion

multimodaly limbico-autonémicas (Figura 4A) (Bermudez-Rattoni, 2014).

ElLCAS y las respuestas estresantes

La supervivencia en el entorno natural conlleva una respuesta continua de adaptacion a senales
significativas. Este proceso implica, en primer lugar, la evaluacion de la relevancia de un estimulo vy,
posteriormente, la ejecucién de una accién apropiada hacia él (acercarse sies unarecompensa, evitarlo
si es amenazante o peligroso). La capacidad de detectar y procesar de manera 6ptima las
caracteristicas clave y destacadas de las sefales, conocida como saliencia o prominencia, es un

principio central que guia el comportamiento adaptativo (Chakraborty, Chattarji y Jeanneteau, 2021).

En los seres vivos, el estrés, por ejemplo, no solo intensifica la prominencia de las sefales
aversivas, sino que tambiénreduce la prominencia de las sefiales adaptativas. Este desequilibrio ha sido
ampliamente documentado en individuos que sufren de trastorno de estrés postraumatico (TEPT), una
condicion inducida por el estrés que conlleva una carga significativa y carece de un tratamiento

farmacoldgico eficaz (Chakraborty, Chattarji y Jeanneteau, 2021).

En este contexto, diversas investigaciones han demostrado que el CAS es capaz de generar un
malestar prominente en los animales, ademas de inducir la liberacibn de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) (Sugawara et al., 1988), activar el eje HPA (Hennessy et al., 1980) y

aumentar los niveles de glucocorticoides plasmaticos (Jahng et al., 2004; Spencer et al., 2005).
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Plasticidad sinaptica

Las sinapsis pueden cambiar su estructura y funcion, fortaleciéndose o debilitandose con el
tiempo de manera dependiente de la actividad. Se cree que esta capacidad, conocida como plasticidad
sinaptica, es un correlato celular de los procesos de aprendizaje y memoria (Okuda et al., 2021). La
potenciacion de largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés long-term potentiation) es un fendmeno que ha
contribuido sustancialmente al estudio de los procesos de aprendizaje y memoria (Abraham et al., 2019;
Bliss et al., 2018). La LTP fue descrita inicialmente en 1973 por Bliss y Lomo, quienes reportaron que al
aplicar breves trenes de alta frecuencia en la via que va del patron perforante al giro dentado del
hipocampo de conejos, aumentaba la fuerza de las conexiones sinapticas (Bliss y Lomo, 1973).
Actualmente es definido como un incremento prolongado en la eficiencia sinaptica dependiente de la
actividad, y se conoce que puede ser inducida en diferentes zonas cerebrales (Mayford et al., 2012;

Herring y Nicoll, 2016; Nicoll, 2017; Bliss et al., 2018; Baltaci et al., 2019; Okuda et al., 2021).

En este sentido la LTP presenta caracteristicas que logran explicar a nivel molecular y celular los
procesos que subyacen a la memoria ya que su duracion prolongada, asi como su funcionamiento
ocurren acorde al postulado de Hebb (Nicoll, 2017; Baltaci et al., 2019). La cooperatividad se manifiesta
cuando la estimulacion simultanea de multiples aferencias puede superar el umbral necesario para
inducir la LTP. Por otro lado, la asociatividad ocurre cuando la intensa actividad de una aferencia,
suficiente para desencadenar la LTP, puede facilitar a otras sinapsis mas débiles, incapaces de generar
LTP por si solas, siempre que la actividad de ambas aferencias ocurra de manera simultanea.
Finalmente, la especificidad es una propiedad en la que solo experimentaran modificaciones en la
respuesta sinaptica aquellas fibras que fueron activadas por el estimulo de alta frecuencia (Yasuda, et

al.,, 2003; Baltaci et al., 2019).

Por otra parte, la LTP se divide en una fase temprana (E-LTP, por sus siglas en inglés Early long-
term potentiation) que no depende de la sintesis de proteinas, con una duracion breve de 1 a 3 horas, y
una fase tardia (L-LTP, por sus siglas en inglés Late long-term potentiation) que implica la activacién de
factores de transcripcién, depende de la sintesis proteica y conlleva modificaciones estructurales
sostenidas durante al menos 24 horas (Baltaci et al., 2019). Respecto al sitio de sintesis de proteinas,

se ha documentado su participacion tanto en el compartimento dendritico como en el somatico
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(Reymann y Frey, 2007), y la disponibilidad de estas proteinas contribuye al fortalecimiento de las

sinapsis recientemente potenciadas (Reymanny Frey, 2007; Bliss et al., 2018).

Hipotesis de etiquetado y captura sinaptica

La hipdtesis de etiquetado y captura sinaptica (STC, por sus siglas en inglés Synaptic tagging and
capture) proporciona un marco tedrico para comprender los cambios plasticos de larga duracién en el

cerebro, incluyendo la formacion y mantenimiento de memorias de largo plazo.

Segun esta hipotesis, en el momento de induccién de una LTP, se establece una etiqueta local
transitoria cuya funcidn es capturar los productos relacionados a la plasticidad (PRPs) disponibles para
estabilizar la fuerza sinaptica (Bliss et al., 2018; Okuda et al., 2021; Ibrahim, Benoy y Sajikumar, 2022).
En la actualidad, la hipdtesis de etiquetado y captura sinaptica se considera parte integral de los

fundamentos neurobioldgicos del aprendizaje y la memoria.

En cuanto a la naturaleza bioguimica de la etiqueta, se han planteado diversas teorias, que van
desde la fosforilacién temporal de una o mas proteinas asociadas a la sinapsis, a través de moléculas
especificas como los receptores tirosina-cinasas (TrkB), hasta cambios estructurales transitorios en las
espinas dendriticas que permiten la entrada de proteinas para ayudar a estabilizar la mejora sinaptica
(Redondo y Morris, 2011; Bliss et al., 2018). Respecto a los PRPs, se ha sugerido la participacion de RNA
mensajeros (Doyle y Kiebler, 2011) y una variedad de proteinas cuya sintesis puede ser afectada por la
microinfusion de inhibidores de la sintesis proteica, como anisomicina, emetina y rapamicina, después
de eventos de plasticidad (De Carvalho Myskiw et al., 2013, 2014; Frey y Frey, 2008; Okada et al., 2009;
Lopes da Cunha et al., 2022). Entre los candidatos se incluyen Homer 1 (Okada et al., 2009), el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Lu et al., 2011), y la cinasa M{ (PKM{) propuesta por
Sajikumary Korte (Sajikumar y Korte, 2011).

En cuanto a BDNF, la evidencia anatdmica y funcional respalda su papel como PRP (Okuda et
al., 2021). Esta neurotrofina no solo se almacena y libera tanto presinaptica como postsinapticamente
en las sinapsis glutamatérgicas (Lessmanny Brigadski, 2009; Matsuda et al., 2009; Jakawich et al., 2010:
Dieni et al., 2012), sino que también se regula positivamente durante la L-LTP (Patterson et al., 2001).

Luy colaboradores por su parte demostraron que BDNF puede actuar como un PRP durante lainduccién
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de una E-LTP dando como resultado su fortalecimiento, en tanto que la inhibicion de los receptores TrkB

especificos para BDNF, previenen la captura de los PRPs y en consecuencia la formacion de la L-LTP.

Los efectos del BDNF exdgeno también han arrojado informacién sobre la funcion del BDNF
como PRP en los mecanismos de plasticidad sinaptica. Barco y colaboradores (2005) mostraron que la
administracion exégena de BDNF en ratones knockout para BDNF transforma una E-LTP en una L-LTP,
evidenciando su papel crucial en este proceso. Ademas, la infusion de BDNF incrementa la fuerza
sindptica en diversas regiones, como el giro dentado del hipocampo, las fibras musgosas que proyectan
a CAg, las colaterales de Schaffer a CA1, la via del nucleo basolateral amigdalino a la corteza insular y
la via del nucleo geniculado lateral a la corteza visual (Jiang et al., 2001; Escobar et al., 2003; Barco et
al., 2005; Diogenes et al., 2007; Messaoudi et al., 2007; Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008;
Tebano et al., 2008; Jiet al., 2010).

Recientemente y derivada de la hipdtesis anterior, ha surgido la hipdtesis de etiquetado y
marcaje conductual (BT, por sus siglas en inglés Behavioral tagging). Esta hipdtesis explica como una
experiencia conductual es capaz de inducir cambios plasticos en el cerebro que fortaleceray mantendra
los trazos de memoria a través de un proceso de etiquetado y marcaje sinaptico (Moncada, Viola y

Ballarini, 2015).

La investigacion en torno al BT es aun incipiente, no obstante, y pese a su reciente conformacion
esta brindando valiosa informacion acerca de los mecanismos celulares que subyacen a la memoria de
largo plazo (Gros y Wang, 2018; Nomoto y Inokuchi, 2018; Viola et al., 2014). La primera evidencia de
que la formacion de la memoria de largo plazo implica un proceso de etiquetado conductual se obtuvo
mediante una tarea de aprendizaje asociativo dependiente del hipocampo en ratas, conocida como
evitacion inhibitoria (1A). Para ello se disefi6 un experimento que combinaba un entrenamiento débil en
IA, incapaz de inducir una memoria de largo plazo, con una breve exposicion de 5 minutos a un campo
abierto novedoso (Moncaday Viola, 2007). La exposicion al campo abierto induce la sintesis de PRP, los
cuales pueden ser capturados por las etiquetas generadas por el aprendizaje débil, dando por resultado

gue la memoria de corto plazo transite hacia una memoria de largo plazo (Moncaday Viola, 2007).

En este sentido, también se ha reportado que la presentacion de un sabor gustativo novedoso
minutos después de la sesion de adquisicion de un CAS débil fortalece la memoria aversiva.

Confirmando que los estimulos novedosos son capaces de promover la sintesis de PRPs que
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potencialmente podrian ser capturados por las etiquetas sinapticas generadas durante el aprendizaje,
transformando asi las memorias débiles o de corto plazo en memorias robustas o de largo plazo
(Ballarini et al., 2009). En consonancia con lo anterior, estudios previos de nuestro laboratorio revelan
que el entrenamiento en el CAS bloquea la capacidad de inducir LTP in vivo en la via BLA-CI,
demostrando que este condicionamiento modula los cambios duraderos en la fuerza sinaptica en la Cl
necesarios para la formacion y persistencia de la memoria aversiva (Rivera-Olvera et al., 2016;

Rodriguez-Duran et al., 2011; Rodriguez-Duran et al., 2017).

Plasticidad homeostatica

Hoy en dia, la neurociencia cognitiva reconoce la existencia de dos grandes vertientes en la
expresion de plasticidad sinaptica: la plasticidad hebbiana y la homeostatica. La plasticidad hebbiana
comprende las modificaciones que tienden a desestabilizar las propiedades de la red neuronal,
provocando cambios progresivos en las funciones de esta (Figura 5A). Por su parte, la plasticidad
homeostatica comprende las modificaciones en las que la neurona activa mecanismos celulares que
tienden a estabilizar la actividad, modificando los umbrales de respuesta ante subsecuentes cambios
de la eficiencia sinaptica (Figura 5B). Un ejemplo de plasticidad homeostatica es la metaplasticidad,
entendida como el cambio en la habilidad para inducir subsecuente plasticidad sinaptica, fendomeno
que hoy en dia se considera fundamental tanto para el mantenimiento de la homeostasis de las sinapsis,
como para la modulacidn de la informacidn y preservacion de los trazos de memoria (Perez-Otano y
Ehlers, 2005; Abraham, 2008; Wefelmeyer, Puhl y Burrone, 2016). Es importante destacar que la
plasticidad hebbiana y la homeostatica actuan de manera orquestada ajustando la actividad sinaptica

y de sistemas para su adecuado funcionamiento (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de larelacion entre la plasticidad Hebbiana y la homeostatica. A) La plasticidad hebbiana
comprende las modificaciones que tienden a desestabilizar las propiedades de la red neuronal, provocando incrementos en la
eficiencia sindptica (LTP) asi como decrementos en ésta (LTD). B) La plasticidad homeostatica comprende los mecanismos
celulares tendientes a estabilizar la actividad, modificando los umbrales de respuesta ante cambios de la eficiencia sinaptica. En el
panel izquierdo, se muestra el fendmeno de metaplasticidad donde la actividad previa de las conexiones neuronales determina la
expresion de plasticidad sinaptica. En el panel derecho se esquematiza el modelo Bienenstock-Cooper-Munro (BMC, por sus siglas
eninglés) que describe el desplazamiento en elumbral de induccion (linea punteada) necesario para generar un cambio en la fuerza
sinapticaya seafortaleciéndola o debilitdndola. Por ejemplo, si unared neuronal ha experimentado actividad intensa por un periodo
prolongado, se produce el corrimiento del umbral necesario para favorecer la expresion de LTD. (Figuras modificadas en Biorender
tomadas de Rodriguez-Duran et al., 2017; Reyes Garcia et al., 2021; Keck et al., 2017).
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Actualmente, se ha sefialado a la metaplasticidad como un fendmeno relevante observado
conductualmente, presentandose después de una experiencia sensorial alterada, como estrés,
alteracionesvisualesy la exposicién a un ambiente enriquecido (Kirkwood et al., 1996; Duffy et al., 2001;
Philpot et al., 2003; Irvine et al., 2006). En este sentido, aunque aun muy poco explorado, se ha descrito
que los AE pueden actuar como reguladores homeostaticos naturales que responden ante las
necesidades del sistema, manteniendo su homeostasis (Hegde, Suresh y Mitra, 2020). EL AE es capaz
tanto de facilitar la induccion de la LTP y aumentar el rendimiento en tareas dependientes del
hipocampo (Ohline y Abraham, 2019) como promover una rapida reversion de la LTP en su fase
temprana (Xu et al., 1998; Manahan-Vaughan y Braunewell, 1999; Gutiérrez Vera et al., 2023), e incluso
revertir una LTP que se ha mantenido estable durante semanas (Abraham et al., 2002).

Investigaciones recientes han revelado que la induccién de LTP experimenta modificaciones
significativas debido al entrenamiento previo en algunas tareas conductuales, a manera de expresion
homeostatica (Escobar y Derrick, 2007; Monfils y Teskey, 2004; Quinlan, Lebel, Brosh, y Barkai, 2004).
En este sentido, investigaciones previas de nuestro laboratorio muestran que el entrenamiento en la
tarea CAS, en la que se adquiere aversidn a un sabor novedoso cuando este es asociado con irritacién
gastrica, bloquea la posibilidad de inducir subsecuente LTP generada ya sea por estimulacion de alta
frecuencia (Figura 6A), o bien por la administracion de la neurotrofina denominada factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) en la via de comunicacién que va del ntcleo basolateral amigdalino (BLA)
a la corteza insular (Cl), area neocortical altamente involucrada en los procesos de adquisicion y
almacenamiento de informacion espacial y gustativa (Figura 6B) (Rivera-Olvera, Rodriguez-Duran, y
Escobar, 2016; Rodriguez-Duran, Castillo, Moguel-Gonzalez y Escobar, 2011; Rodriguez-Duran,

Martinez-Moreno y Escobar, 2017).
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Figura 6. Interaccion metaplastica entre eLCAS ylaLTP inducida en la Cl. ELentrenamiento en el CAS bloquea la posibilidad
de inducir LTP en la via Bla-Cl generada ya sea por estimulacion de alta frecuencia (A) o por la administracion de BDNF (B).
Las graficas superiores muestran el bloqueo en lainduccion de LTP tras el entrenamiento en el CAS. Se observa el porcentaje
de los PPSEs con respecto a la linea base. Las flechas indican la aplicacion de los trenes de alta frecuencia (A) y las barras
negras indican los periodos de administracion de BDNF (B). Se muestran trazos representativos y cuantificaciones
porcentuales de la pendiente de los potenciales durante la linea base y los ultimos 20 min de registro (Modificado de
Rodriguez-Duran, Castillo, Moguel-Gonzalez y Escobar, 2011y Rivera-Olvera, Rodriguez-Duradn y Escobar, 2016).

Asimismo, estudios de nuestro laboratorio han demostrado que la induccion de LTP en la
proyeccion BLA-CI previa al entrenamiento del CAS incrementa la retencidn de esta tarea (Escobary
Bermudez-Rattoni, 2000), mientras que la induccién de LTD, en esa misma region, facilita su extincion
(Rodriguez-Duran et al., 2017). La extincidn, se puede definir como una reduccidn o inhibicién temporal
de unarespuesta condicionada (RC) que tiene lugar una vez establecida una asociacion EC-EIl (estimulo
condicionado-estimulo incondicionado) y el EC es presentado repetidamente en la ausencia del El

(Herry et al., 2010; Myers, Ressler y Davis, 2006).
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Ambientes enriquecidos y plasticidad sinaptica

Diversos estudios sugieren que la exposicion a un AE es capaz de modificar las propiedades
electrofisioldgicas de las neuronasy que dichos cambios fisioldgicos son los causantes de la mejora en
la funcion cognitiva (Eckert y Abraham, 2012; Ohline y Abraham, 2019). Los efectos del ambiente
enriquecido sobre la LTP han sido de particular interés, ya que como se menciond previamente, este
fendmeno representa uno de los procesos celulares que subyace a la memoria. En este sentido, se ha
demostrado que tras la exposicidon a un AE durante 10 dias es posible restablecer tanto los déficits
cognitivos como los de la plasticidad sinaptica provocados por un evento de estrés crénico en ratas,
facilitando la LTP hipocampal y mejorando la ejecucion de los animales en la tarea de laberinto en cruz
elevado, reduciendo asimismo su ansiedad (Bhagya et al., 2017). Otra investigacion reciente explor6 la
capacidad del AE para restablecer la actividad en la via que va del hipocampo ventral a la corteza
prefrontal medial implicada en la regulacion de las respuestas adaptativas, mostrando que una breve
exposicion a un AE es capaz de proteger la integridad funcional de esta conexién frente a un evento

aversivo (Wu y Mitra, 2021).

Diversos grupos de investigacion han demostrado que a pesar de la variacion en los disefios
experimentales que involucran enriquecimiento ambiental asi como a los diferentes grados de
exposicion a ésta, la circuiteria neuronal de los sujetos estudiados es capaz de modificar su transmision
sindptica basal de acuerdo a la respuesta requerida para hacer frente al entorno (Tang et al., 2001;
Foster, Gagne, y Massicotte, 1996; Irvine y Abraham, 2005; Ashokan, Hegde, y Mitra, 2016; Ohline y
Abraham, 2019). En este sentido, Irvine y Abraham, reportaron que una sola exposicion durante la noche
(5 p.m. a9 a.m.) aun ambiente enriquecido incrementa la transmision sinaptica en las colaterales de
Schaffer, sugiriendo que el enriquecimiento genera un efecto similar a la LTP que tiene lugar de manera
natural en el area CA1 hipocampal (Irvine y Abraham, 2005). Buschler y Manahan-Vaughan por su parte,
demostraron que una exposicion al AE durante 14 dias incrementa la magnitud de la fortaleza sinaptica
en el area CA1 del hipocampo (Buschler y Manahan-Vaughan, 2012). De manera similar, se ha
observado un incremento en la pendiente de los potenciales postsinapticos excitatorios en el area CA3
hipocampal de ratas expuestas durante cinco semanas a enriquecimiento ambiental (Foster y Dumas,

2001).
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PLANTEAMIENTO

El enriquecimiento ambiental constituye un paradigma conductual capaz de alterar los
microambientes de los organismos, generando respuestas adaptativas para enfrentar situaciones
estresantes. Estas modificaciones comprenden desde incrementos en los niveles de ciertos factores
tréficos hasta cambios en los niveles de neurotransmisores (Benaroya-Milshtein et al., 2004; Singhal et
al., 2014; Zhang et al., 2016; Kempermann, 2019). Estos cambios moleculares son potencialmente
capaces de modificar a su vez el desempefio de los individuos en tareas cognitivas, generar reduccion
de los niveles de estrés, asi como modular la eficiencia sinaptica de las neuronas (Ickes et al., 2000),
por lo que constituirian un importante factor en la regulacion homeostatica del sistema nervioso. En este
orden de ideas, se conoce que el entrenamiento en ciertas tareas conductuales modifica la eficiencia
sinaptica, como lo demuestran investigaciones de nuestro laboratorio en las que el entrenamiento en el
CAS modifica la expresion de LTP en la via BLA-CI (Rodriguez-Duran, Castillo, Moguel-Gonzalez, y
Escobar, 2011; Rivera-Olvera, Rodriguez-Duran y Escobar, 2016; Rodriguez-Duran, Martinez-Moreno y
Escobar, 2017). Considerando los antecedentes expuestos, el presente estudio tiene como finalidad
explorar los efectos de la exposicion a un ambiente enriquecido sobre la fortaleza de la memoria del
CAS, asi como sobre la LTP in vivo de la via que va de la amigdala basolateral a la corteza insular de ratas

adultas.
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HIPOTESIS

1. Laexposicion de ratas adultas a un ambiente enriquecido atenuara la respuesta ante el estimulo
aversivo fuerte durante el condicionamiento de aversion a los sabores.

2. La exposicion de ratas adultas a un ambiente enriguecido modulara los niveles de BDNF en la
cortezainsular.

3. Laexposicién aunambiente enriquecido modulara la eficiencia sinaptica de la via BLA-Cl en ratas
adultas.

4. Laexposicion de ratas adultas a un ambiente enriquecido efectuada entre la sesion de adquisicion
y la prueba de aversion fortalecera la memoria del condicionamiento de aversidn al sabor a través

de mecanismos de etiquetado y marcaje conductual.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la exposicion a un ambiente enriquecido sobre la fortaleza de la memoria
del condicionamiento de aversidn al sabor, asi como sobre la LTP in vivo de la via que va de la amigdala

basolateral a la corteza insular de ratas adultas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar los efectos de la exposicion a un enriquecimiento ambiental de manera prolongaday
breve sobre la memoria del condicionamiento de aversion al sabor.

e Cuantificar los niveles de la neurotrofina BDNF en la Cl mediante la técnica de Western Blot.

e Determinar si la exposicion a un ambiente enriquecido modifica la potenciacion de largo
plazo (LTP) in vivo generada por estimulacion de alta frecuencia de la via BLA-CL.

e Evaluar los efectos del enriquecimiento ambiental sobre la fortaleza de la memoria del CAS
cuando el AE se presenta entre la sesion de adquisicidn y la prueba de aversion, en el marco de la

hipétesis de etiquetado y marcaje conductual.
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METODO
Animales

Para la presente investigacion se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, que se mantuvieron
en cajas individuales de acrilico, bajo un ciclo de luz oscuridad de 12/12h a una temperatura promedio
de 23°C con comiday agua ad libitum (excepto en las fases experimentales en las que se especifique lo
contrario). Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-06-
Z00-1999 (SAGARPA, 2001) y con la aprobacidn del Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Psicologia, UNAM.

Entrenamiento en el CAS

Al inicio del entrenamiento en el CAS, los animales fueron privados de agua por 24 horas.
Posteriormente, se les entrend para beber agua dos veces al dia (10:00 y 18:00 horas) durante 10
minutos por cada sesion de entrenamiento en un periodo de cuatro dias, durante los cuales se establece
la linea base de consumo. Para tal fin, se utilizaron probetas graduadas cubiertas con tapones de
caucho con boquillas de metal. Durante la adquisicidn los animales fueron privados de alimento y se
sustituyo el agua por el sabor novedoso, que consistié en una solucion de sacarina al 0.1% (Sigma, WI;
5.46 mM). Después de 10 minutos de la presentacion del estimulo novedoso, se administro una dosis
intraperitoneal de cloruro de litio (LiCl) a una concentracion de 0.2 M; 9.37 ml/Kg para el caso de un CAS
fuerte (CASf) y 0.1 M; 9.37ml/Kg para la obtencion de un CAS débil (CASd) para inducir el malestar
gastrico. Después de la sesidn de adquisicion, se restablecié el consumo de agua dos veces al dia.
Finalmente, el dia de la prueba de aversion el agua se sustituyé nuevamente por la solucion de sacarina
0.1%. La reduccion del consumo de sacarina se utilizé para medir la fuerza de la aversion. Para los
experimentos que incluyeron la fase de extincion del CAS, los animales tuvieron acceso al consumo de
la solucion de sacarina a lo largo de nueve sesiones de extincidon (uno cada dos dias a lo largo de

dieciocho dias).




Ambiente enriquecido

Para la exposicion a un ambiente enriquecido, las ratas se alojaron durante 5 horas diarias
por un lapso de siete dias o tres semanas (Abraham et al., 2005; Leger et al., 2015; Radabaugh et al.,
2016), como se indica en la fase experimental respectiva. El alojamiento consistié en una caja de
plastico obscuro de grandes dimensiones (93.3 x 54.3 x 45.7cm), cubierta con una cama de aserrin que
contenia objetos con diferentes texturasy colores, tuneles, resbaladilla, asi como una rueda de ejercicio
y con el fin de mejorar la estimulacion cognitiva en los animales y proveer novedad (Sztainberg y Chen,
2010) los objetos se situaron en un orden diferente cada dos dias. Ademas, con el fin de fomentar la

interaccion social, los animales se mantuvieron en grupos de 6 sujetos.

Registro electrofisiolégico in vivo

Tras 48 horas de concluida la fase conductual los grupos experimentales fueron sometidos a
cirugia (Rodriguez-Duran et al., 2011; Rodriguez-Duran y Escobar, 2014). Las ratas fueron anestesiadas
con pentobarbital (50mg/kg i.p.), posteriormente se dieron inyecciones suplementarias del anestésico
a intervalos de una hora con el fin de mantener los niveles quirdrgicos de anestesia. Las respuestas en
la corteza insular fueron registradas unilateralmente con un electrodo monopolar de acero de 0.005
pulgadas de diametro. Las respuestas fueron evocadas unilateralmente a través de estimulacion directa
en el nucleo basolateral amigdalino. La estimulacion (pulsos monofasicos de 20-40 pAy 0.1-0.25 mseg
de duracién) fue suministrada por un estimulador Grass S48. Las respuestas evocadas fueron
registradas y amplificadas para su posterior andlisis en una computadora provista del software Data
Wave. Estimulos de baja frecuencia fueron administrados cada 20 segundos durante los 20 minutos que
constituyen la linea base delregistro. Las sefales electroencefalograficas fueron monitoreadas durante
todo el registro. Para inducir el fendmeno de LTP, se aplicaron 10 trenes de estimulacion con duracion
de un segundo a una frecuencia de 100 Hz, con un intervalo intertrén de 20 segundos. Tras la
estimulacion de alta frecuencia, las respuestas evocadas fueron registradas durante dos horas mas,

con el fin de observar los cambios en los potenciales postsinapticos excitatorios.




Curvas entrada-salida (1/0)

Con el proposito de determinar la eficiencia sinaptica para un rango determinado de
intensidades de estimulacion, se midio la relacidn entre la entrada de corriente y la salida de voltaje (I/0)
en la via BLA-Cl utilizando multiplos de una intensidad basal (1x-10x). La intensidad basal se determiné

como la estimulacidn necesaria para evocar una respuesta de 10 mV (Rodriguez-Duran et al., 2011).

Tincion de Nissl

Con el fin de verificar la posicion exacta de los electrodos en el cerebro de la rata, se utilizé la
tincion de Nissl. Tras los experimentos electrofisiolégicos, los animales fueron sacrificados mediante
una sobredosis del anestésico pentobarbital. Posteriormente, los animales fueron perfundidos
transcardialmente con 400 ml de solucién salina al 9% (pH 7.4), seguido por 400 ml de
paraformaldehido (4%), glutaraldehido (0.2%) y amortiguador de fosfatos al 0.1M con pH 7.4. El periodo
de exposicién a los fijadores fue de 30 minutos. Los cerebros fueron entonces transferidos a una
solucion de sucrosa al 30% en PBS 0.1M (pH 7.4) en la cual se mantuvieron a 4°C durante 48 horas.
Secciones coronales de 40 pm fueron colectadas en amortiguador de fosfatos tras su obtencion por
microtomo de congelacion (LEICA RM 2000R). Las muestras fueron tefiidas con violeta de cresilo y

examinadas en un microscopio de luz.

Western Blot

Con elfin de analizar los niveles de BDNF en la Cl, se realizo la eutanasia de los animales para la
obtencion del cerebro y toma de muestra de la corteza insular de manera bilateral. Los tejidos fueron
sonicados en un buffer de lisis (50 mM Tris-HCLl pH 6.8, 20 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10% glycerol, 10%
tritdn) suplementado con inhibidores de proteasa 10 mM (MiniComplete, Roche, Manheim, Alemania).
Las muestras fueron centrifugadas a 13 000 rpm durante 30 min a 4°Cy se rescatd el sobrenadante. La
concentracion de proteinas se midié usando el ensayo de Bradford, con una curva estandar de albumina
de suero bovino. Una cantidad equivalente de proteina para cada muestra se corrid en geles de SDS-
acrilamida al 15%. Cada gel se transfirio en una membrana de nitrocelulosa y se bloqueé con una
solucion de leche al 5% en TBS- Tween. Las membranas se incubaron con anticuerpo Anti-BDNF

(1:1000, Abcam, EE. UU) para la deteccion de la proteina BDNF. Finalmente, las bandas de proteinas se
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visualizaron con un anticuerpo secundario acoplado a HRP (peroxidasa de rabano), utilizando el sistema
ECL prime Western (GE Healthcare Bio-Sicience, Pittsburgh, PA). Se capturaron las imagenes y se

analiz6 por densitometria a través del software Image J (Gutiérrez-Vera et al., 2022).

Analisis de datos

El analisis de datos se llevo a cabo con el software GraphPad Prism, version 8.0. El analisis de
los datos generados durante los experimentos conductuales se efectué mediante un ANOVA de dos vias
(factores: condicion y sesion). En cuanto a los experimentos electrofisioldgicos, se aplico un ANOVA de
medidas repetidas, mientras que los resultados de los inmunoblots se analizaron mediante ANOVA de
dos vias. Posteriormente, para todos los analisis, se realizaron pruebas post-hoc utilizando la prueba de
LSD de Fisher o el método de Bonferroni. Los datos se representan graficamente como la media = el

error estandar (EEM).

Fases experimentales

Con el propdsito de alcanzar los objetivos planteados, el presente proyecto consta de las

siguientes fases experimentales.

Fase experimental |

Para evaluar el efecto de la exposicion a un AE sobre la fortaleza de la memoria del CAS, asi como
analizar la participacion de la neurotrofina BDNF en la interaccion AE-CAS, los animales se dividieron en

los siguientes grupos experimentales:

e Grupo CASd (n=16): Los animales fueron entrenados en el CAS y durante la sesidon de
adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una concentracion 0.1 M; 9.37 ml/Kg, a fin de inducir una
aversion débil (Martinez-Moreno et al., 2016). Tras 48h de haber finalizado el entrenamiento, a través de
eutanasia de los animales se obtuvo la Cl para la cuantificacién de los niveles de BDNF mediante la

técnica de Western Blot (Rivera-Olvera et al., 2016; Rodriguez-Duran et al., 2011).




e Grupo CASf (n=16): Los animales fueron entrenados en el CAS, y durante la sesion de
adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una concentracion 0.2 M; 9.37 ml/Kg, a fin de inducir una

aversion fuerte (Martinez-Moreno et al., 2016).

Tras 48h de finalizado el entrenamiento, a través de eutanasia de los animales se obtuvo la Cl para la
cuantificacion de los niveles de BDNF mediante la técnica de Western Blot (Rivera-Olvera et al., 2016;

Rodriguez-Duran et al., 2011).

e Grupo AE+CASd (n=16): Los animales fueron expuestos a un ambiente enriquecido por 21
dias por 5 horas diarias (Leger et al., 2015). Una vez finalizada la exposicién al AE, los animales fueron
entrenados en el CAS y durante la sesién de adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una
concentracion 0.1 M; 9.37 mU/Kg, a fin de inducir una aversion débil (Martinez-Moreno et al., 2016).
Finalmente, 48h después de la prueba de aversion, se realizo la eutanasia de los animales obteniendo
la Cl para la cuantificacién de los niveles de BDNF mediante la técnica de Western Blot (Rivera-Olvera
et al., 2016; Rodriguez-Duran et al., 2011).

e Grupo AE+CASf (n=12): Los animales fueron expuestos a un ambiente enriquecido por 21 dias
por 5 horas diarias (Leger et al., 2015). Una vez finalizada la exposicion al AE, los animales fueron
entrenados en el CAS y durante la sesién de adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una
concentracion 0.2 M; 9.37 mU/Kg, a fin de inducir una aversion fuerte (Martinez-Moreno et al., 2016).
Finalmente, 48h después de la prueba de aversion, se realizo la eutanasia de los animales obteniendo
la Cl para la cuantificacion de los niveles de BDNF mediante la técnica de Western Blot (Rivera-Olvera

et al., 2016; Rodriguez-Duran et al., 2011).

Exposicién a un Condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) Western blot
ambiente enriquecido 24h [ \
21 dias (Abraham el al., 2005) Linea base Restablecimiento linea base

(Rivera-Olvera et al., 2016)
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Figura 7. Diagrama del procedimiento experimental correspondiente a la fase I. Se llevd a cabo la exposicion de los
animales a un ambiente enriquecido por 21 dias seguida del entrenamiento en el condicionamiento de aversioén al sabor.
Finalmente 48 horas después se realizé la eutanasia de los animales para obtener la corteza insular y medir los niveles de
BDNF mediante la técnica de Western Blot.




Fase experimental Il

Unavez exploradas las modificaciones generadas por la exposicion a enriquecimiento ambiental
durante 21 dias, nos preguntamos si era posible atenuar la respuesta de aversion del CAS reduciendo la
exposicion temporal a un AE por 7 dias. En este contexto, un estudio de Abraham y colaboradores
muestra que a partir de 7 dias de exposicion a un ambiente enriquecido es posible promover
modificaciones en la comunicacion sinaptica que afectan la respuesta requerida para hacer frente al
entorno (Abraham et al., 2005). Asimismo, con el propdésito de conocer los efectos del AE sobre la
expresion de la plasticidad sinaptica (LTP) de la via BLA-CI in vivo, empleamos los grupos que se

describen a continuacion:

e Grupo CASd (n=10): Los animales fueron entrenados en el CAS y durante la sesion de
adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una concentracion 0.1 M; 9.37 ml/Kg, a fin de inducir una
aversion débil (Martinez-Moreno et al., 2016; Rivera-Olvera et al., 2016).

e Grupo CASf (n=10): Los animales fueron entrenados en el CAS, y durante la sesién de
adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una concentracion 0.2 M; 9.37 ml/Kg, a fin de inducir una
aversion fuerte (Martinez-Moreno et al., 2016; Rivera-Olvera et al., 2016).

e Grupo AE7+CASf (n=9): El cual fue expuesto durante siete dias a un AE (Abraham et al., 2005),
tras 24 h de haber finalizado la exposicion (Abraham et al., 2005; Leger et al., 2015) los animales fueron
entrenados en el CAS, y durante la sesién de adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una
concentracion 0.2 M; 9.37 ml/Kg, a fin de inducir una aversién fuerte (Martinez-Moreno et al., 2016;
Rivera-Olvera et al., 2016).

e Grupo LTP (n=6): Los animales fueron sometidos a la induccion de LTP en la via BLA-CI de
acuerdo con los protocolos descritos previamente por nuestro grupo de investigacion (Rivera-Olvera et
al., 2016; Rodriguez-Duran et al., 2011).

e Grupo AE7+LTP (n=7): El cual fue expuesto durante siete dias a un AE (Abraham et al., 2005),
tras 24 h de haber finalizado la exposicion (Abraham et al., 2005; Leger et al., 2015) se sometio al

protocolo electrofisiologico para generar una LTP en la via BLA-CI (Rivera-Olvera et al., 2016).
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Figura 8. Diagramas del procedimiento experimental correspondiente a lafase Il. A) Se llevé a cabo la exposicidn durante
siete dias a un ambiente enriquecido, seguida del entrenamiento en el condicionamiento de aversion al sabor. B) Tras 24
horas de efectuada la exposicion a un ambiente enriquecido durante siete dias, se realizé el registro electrofisioldgico in vivo
afin de inducir LTP en la via BLA-Cl mediante estimulacidn de alta frecuencia.




Fase experimental lll

Los cambios duraderos en lafortaleza de la comunicacion sinapticay la persistencia de las memorias
no estan exclusivamente vinculados a las caracteristicas inherentes de los estimulos que provocan
dichas transformaciones. Tanto los eventos o experiencias novedosas que acontecen antes o después
de dichos estimulos pueden ejercer una notable influencia sobre la plasticidad sinaptica y el
mantenimiento de la memoria (Okuda et al., 2021; Ibrahim, Benoy y Sajikumar, 2022). En este contexto
exploramos la hipotesis de etiquetado y marcaje conductual, evaluando los efectos del enriquecimiento
ambiental sobre la fortaleza de la memoria del CAS, cuando el AE se presenta entre la sesion de
adquisicion y la prueba de aversidon. Con este fin empleamos los grupos que se describen a

continuacion:

e Grupo CASf (n=12): El cual recibié un tratamiento similar al grupo CASf descrito en las fases
anteriores.

e Grupo CASd (n=12): El cual recibio6 un tratamiento similar al grupo CASd descrito en las fases
anteriores.

e Grupo CASfAE (n=12): Enelcuallos animales fueron entrenados en el CAS, y durante la sesidn
de adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una concentracion 0.2 M; 9.37 ml/Kg, a fin de inducir
una aversion fuerte. Una hora después (Moncada et al., 2015) de la sesidn de adquisicion los animales
fueron expuestos a un AE durante siete dias (Abraham et al., 2005), y tras 15 hr de finalizada la
exposicion al AE (Leger et al., 2015) se llevo a cabo la prueba de aversion (Rivera-Olvera et al., 2016).

e Grupo CASfCH (n=11): Elcual recibio un tratamiento similar al grupo CASfAE, exceptuando la
exposicion a enriquecimiento ambiental. Durante la ventana temporal de siete dias entre la sesion de
adquisicion y la prueba de aversion, este grupo permanecio en restablecimiento de linea base en
condiciones estandar en sus respectivas cajas habitacion.

e Grupo CASdAE (n=11): En el cual los animales fueron entrenados en el CAS, y durante la
sesidn de adquisicion recibieron una dosis i.p. de LiCl a una concentracion 0.1 M; 9.37 mU/Kg, a fin de
inducir una aversion débil. Una hora después (Moncada et al., 2015) de la sesion de adquisicion los
animales fueron expuestos a un AE durante siete dias (Abraham et al., 2005), y tras 15 hr de finalizada la

exposicion al AE (Leger et al., 2015) se llevo a cabo la prueba de aversion (Rivera-Olvera et al., 2016).




e Grupo CASdCH (n=12): El cual recibio un tratamiento similar al grupo CASdAE, exceptuando
la exposicion a enriguecimiento ambiental. Durante la ventana temporal de siete dias entre la sesién de
adquisicion y la prueba de aversion, este grupo permanecio en restablecimiento de linea base en

condiciones estandar en sus respectivas cajas habitacion.
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Lmea Base (Abraham et al., 2005)
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Figura 9. Diagramas del procedimiento experimental correspondiente a la fase lll. Una hora después de finalizada la
sesion de adquisicién del CAS, en la cual se efectia la asociacion del estimulo novedoso con el malestar gastrico, los
animales son expuestos a enriquecimiento ambiental durante siete dias (A) o bien permanecen en restablecimiento de la
linea base (B). Finalmente 15 horas mas tarde se lleva a cabo la correspondiente prueba de aversion.




RESULTADOS

FASE EXPERIMENTAL |

La exposicion a un ambiente enriquecido durante 21 dias atenua la aversion del condicionamiento

de aversion a los sabores

Los diferentes grupos experimentales no presentaron diferencias significativas en la ingesta de
sacarina durante la sesion de adquisicidn. Por el contrario, durante la prueba de aversién, el ANOVA de
dos vias revelo diferencias significativas entre los grupos entrenados en CASd y CASf (F1s6= 36.13 p <
0.001), en concordancia con lo reportado previamente por nuestro laboratorio (Martinez-Moreno et al.,
2016). De manera interesante, los grupos AE+CASfy CASf presentaron diferencias significativas entre si
(p < 0.001, Figura 10), demostrando que la exposicién a un ambiente enriquecido durante 21 dias es
capaz de atenuar una memoria aversiva fuerte. Por su parte, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos AE+CASd y CASd, mostrando que el ambiente enriquecido bajo las condiciones

empleadas en el presente estudio no modifica una memoria aversiva débil (Figura10).
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Figura 10. El ambiente enriquecido atentia la aversion en el condicionamiento de aversion a los sabores. Porcentaje del
consumo de sacarina respecto a la sesion de adquisicion para los grupos CASf (n=16), CASd (n=16), AE+CASf (n=12) y
AE+CASd (n=16). Notese que el ambiente enriquecido es capaz de mitigar una respuesta aversiva fuerte, sin embargo, no
modifica la respuesta aversiva débil. ADQ: sesidn de adquisicion; P. Aversion: prueba de aversion Las barras representan
media + E.E.M. *** P< 0.001.




La interaccion AE-CAS restaura los niveles de BDNF en la corteza insular

Se ha descrito a la neurotrofina BDNF como una de las principales proteinas sintetizadas como
resultado de una exposicion de los animales a un ambiente enriquecido (Rossi et al., 2006; Sun et al.,
2010). En este sentido, estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la infusion de BDNF
en la Cl es capaz de convertir un CAS débil en uno fuerte (Martinez-Moreno et al., 2016) ademas de
favorecer su retencién (Castillo, Figueroa-Guzman, y Escobar, 2006). Por tal motivo evaluamos los
niveles de esta neurotrofina en la corteza insular para la identificacion de la interaccion resultante
AE+CAS. El analisis de Western Blot mostrd que el CAS fuerte produce una disminucion de los niveles
de BDNF medidos 48 horas después de la prueba de aversidon en comparacién con el resto de los grupos
(ANOVA de dos vias Fz19=4.99; p < 0.01), en tanto que el grupo sometido a enriquecimiento ambiental
que recibié el mismo condicionamiento de aversion (AE+CASf), mantuvo niveles similares de esta
neurotrofina respecto al grupo intacto (INT) (ANOVA de dos vias F119=4.641; p = 0.3) (Figura 11A). Los
grupos CASd y AE+CASd no mostraron diferencias significativas entre si ni respecto al grupo intacto (p
> 0.05). Para evaluar la relacion entre los niveles de BDNF y la atenuacion en la memoria del CAS
inducida por la exposicidn al AE realizamos un analisis de regresion lineal (Figura 11B), mostrando que
existe una relacion positiva entre los niveles de BDNF y los niveles de consumo de sacarina (r>=0.85).
Esto demuestra que el decremento en los niveles de BDNF en la Cl correlaciona con el decremento en
el consumo de sacarina del grupo CASf durante la prueba de aversion. En tanto que elincremento en el
consumo de sacarina observado en el grupo AE+CASf tras la exposicion al AE correlaciona con la
restauracion de los niveles de BDNF en este grupo. Confirmando que el ambiente enriquecido es capaz

de atenuar una memoria aversiva fuerte restaurando los niveles de BDNF en la corteza insular.
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Figura11. Lainteraccion AE-CAS restaura los niveles de BDNF en la cortezainsular. (A) Western Blot representativo de
la proteina BDNF (panel superior) y su analisis por densitometria en los grupos INT, CASf, CASd, AE+CASf, AE+CASd y AE
(panelinferior). (B) Regresion lineal entre los niveles de consumo de sacarinay los niveles de BDNF para los grupos: CASf,
un decremento en los niveles de BDNF relacionados al
decremento en el consumo de sacarina en el grupo CASf. Mientras que el incremento en el consumo de sacarina
observado en el grupo AE+CASf correlaciona con la restauracion de los niveles de BDNF. Las barras representan media *

CASd, AE+CASf y AE+CASd. La regresion lineal muestra

E.E.M. ** P<0.01, *** P<0.001.




FASE EXPERIMENTAL Il
La exposicion a un AE durante siete dias reduce la aversion en el CAS

Con el fin de evaluar si una exposicion breve a un AE es capaz de favorecer una respuesta
resiliente enlos animales (Leger et al., 2015; Koe, Ashokan y Mitra, 2016; Bhagya et al., 2017; Cavalcante
et al., 2020), determinamos el efecto de una exposicion a un AE de siete dias sobre la fortaleza de la
aversion en la tarea del CAS. Nuestros resultados muestran que no existen diferencias significativas
entre los grupos durante la sesidn de adquisicion del CAS. Por el contrario, durante la prueba de aversion
el ANOVA de dos vias muestra diferencias significativas entre los grupos (F2s2 = 8.216 p<0.001). De
manera notable, la prueba post-hoc de Bonferroni mostrd diferencias significativas entre los grupos
AE+CASf y CASf (p < 0.001, Figura 12), demostrando que la exposicién a un ambiente enriquecido
durante 7 dias es capaz de atenuar una memoria aversiva fuerte, de manera similar a la obtenida tras la
exposicion de 21 dias (Figura 10). Por su parte, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos AE+CASd y CASd (p =0.8478), mostrando que el ambiente enriquecido bajo las condiciones
empleadas en esta fase experimental no modifica una memoria aversiva débil (Figura12).
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Figura 12. Una breve exposicion al enriquecimiento ambiental atentia una aversion fuerte. Las barras
representan el porcentaje del consumo de sacarina respecto a la sesidn de adquisicion para los grupos CASf (n=10),
CASd (n=10) y AE7+CASf (n=9). Se representan con triangulos, circulos y rombos los valores individuales. Nétese
que una breve exposicion a un AE es capaz de reducir la una respuesta aversiva fuerte. ADQ: sesion de adquisicion;
P. Aversion: prueba de aversion. *** p < 0.001.




De igual modo, logramos observar que los grupos AE7+CASf, AE21+CASf no presentan
diferencias significativas entre si (p=0.9301), indicando que la exposicién durante siete dias a un AE es
suficiente para atenuar la fuerte aversion del CAS. Estos resultados demuestran la capacidad del

ambiente enriquecido para modular el impacto fisiolégico del estimulo aversivo (Figura 13).
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Figura 13. La exposicion al AE durante 7 y 21 dias atentia de manera similar la aversion en el condicionamiento
de aversion a los sabores. Las barras representan el promedio del porcentaje de consumo de sacarina respecto a
la sesion de adquisicion para los grupos CASf (n=10), CASd (n=10), AE7+CASf (AE por 7 dias) (n=9) y AE21+CASf (AE
por 21 dias) (n=12). Se representan con triangulos, circulos y rombos los valores individuales. Notese que la
exposicién a un ambiente enriquecido durante 7 y 21 dias es capaz de mitigar una respuesta aversiva fuerte. ADQ:
sesion de adquisicidn; P. Aversion: prueba de aversidn. Las barras representan media = E.E.M. ** P< 0.01, *** P<
0.001.

La exposicion a un ambiente enriquecido durante siete dias previene el mantenimiento de laLTP in

vivo de lavia que va del nucleo basolateral amigdalino a la corteza insular

Estudios previos de nuestro laboratorio demuestran que el entrenamiento en el CAS bloquea la
capacidad de inducir una posterior LTP en la via BLA-CI generada por la administracion de BDNF o
estimulacion de alta frecuencia (Rivera-Olvera et al., 2016, Rodriguez-Duran y Escobar, 2014).
Asimismo, se ha demostrado que a pesar de la variacidon en los disefos experimentales con
enriquecimiento y el tiempo de exposicion a éste, los circuitos neuronales son capaces de modificar su

transmision sinaptica de acuerdo con la respuesta requerida para hacer frente al entorno (Foster et al.,




1996; Tang et al., 2001; Irvine y Abraham, 2005; Ashokan et al., 2016; Ohline y Abraham, 2019)
Considerando lo anterior, el propdsito de esta fase desarrollada durante el presente semestre fue
determinar si la exposicién a un ambiente enriquecido modifica la LTP in vivo generada por estimulacion
de alta frecuencia de la via BLA-CI, altamente involucrada en el procesamiento de la memoria del

condicionamiento de aversién al sabor.

La respuesta caracteristica de esta senal, la cual fue inducida por pulsos monofasicos de 50-70
HA 'y 0.25 ms de duracion, inicio de 2 a 3 ms y presentd su cresta a los 7-9 ms aproximadamente. La
amplitud promedio de los potenciales de campo fue de 0.34 £ 0.04 mV, con una pendiente de 0.15 +
0.02. La LTP presento un incremento post-tetanico, caracteristico de la LTP dependiente del receptor
NMDA, tanto en la amplitud como en la pendiente de los EPSP s, en concordancia con nuestros
estudios previos (Rivera-Olvera et al., 2018; Rodriguez-Duran et al., 2017). El ANOVA de medidas
repetidas de la pendiente de los potenciales postsinapticos excitatorios revelo diferencias significativas
entre los grupos (F1,11=7.82; p = 0.017). De manera interesante en el grupo AE+LTP es posible inducir la
LTP, aunque su duracioén se ve claramente afectada mostrando un decaimiento aproximadamente 70
minutos después de iniciado el fendmeno (Figura 14C). La prueba post-hoc de Fisher muestra
diferencias significativas entre el grupo LTP y el grupo AE+LTP al comparar los ultimos 20 minutos de
registro (p < 0.05). Estos resultados muestran que la exposicion a un ambiente enriquecido durante siete
dias es capaz de afectar el mantenimiento de la LTP in vivo de la via que va del nucleo basolateral
amigdalino a la corteza insular. Por su parte, el analisis de las curvas I/0 mostrd que la exposicion breve
a un ambiente enriquecido disminuye la excitabilidad basal de la via BLA-CI. El analisis de regresioén no
lineal de las curvas I/0 (Rodriguez-Duran et al., 2011; Moreno-Castilla et al., 2016), mostro diferencias
significativas entre los grupos AE+LTP y LTP (p < 0.05) indicando que la exposicion al AE disminuye la

eficiencia de la comunicacion sinaptica basal en la proyeccion BLA-CI (Figura 14B).
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Figura 14. La exposicion a EA durante 7 dias previene el mantenimiento de LTP en la corteza insular in vivo. (A)
Representacién esquematica e imagenes representativas de los sitios de estimulacion (S) y de registro (R) en un corte
coronal. BLA: amigdala basolateral; Cl: corteza insular. Escala 1 mm. (B) Representacion de la media de la curva I/O para
los grupos LTPy AE7+LTP. (C) Respuesta evocada en la corteza insular en los grupos LTP (panel superior) y AE+LTP (panel
inferior). Se muestran trazos representativos previos (negro) y posteriores (gris) a la estimulacion de alta frecuencia. Los
numeros superiores a la derecha muestran el promedio del porcentaje de la pendiente de los EPSPs (porcentaje respecto
a linea base) durante los ultimos 20 minutos de registro. Obsérvese que la exposicion por 7 dias a un ambiente
enriquecido previene el mantenimiento de LTP en la corteza insular (Barra de escala: 10 ms, 0.5 mV).




FASE EXPERIMENTAL Il

La exposicion a un AE efectuada entre la sesion de adquisicion y la prueba fortalece la aversion de

un CAS débil

La hipdtesis de BT ha establecido una base sélida en la comprensién de como nuevas
experiencias, especialmente aquellas altamente relevantes para los organismos, pueden modular la
formaciony consolidacion de la memoria de largo plazo (Davis et al., 2004; Viola et al., 2014; Moncada
etal., 2015), particularmente cuando la intervencion se efectta entre la fase de adquisicidny la prueba
de aversion. En este orden de ideas en esta fase evaluamos los efectos del enriquecimiento ambiental
sobre la fortaleza de la memoria del CAS cuando el AE se presenta entre la sesion de adquisicién y la

prueba de aversion, en el marco de la hipotesis de etiquetado y marcaje conductual.

Los diferentes grupos experimentales no presentaron diferencias significativas en la ingesta de
sacarina durante la sesién de adquisicion. Por el contrario, durante la prueba de aversion el ANOVA de
dos vias mostro diferencias significativas entre los grupos (Fs 12s= 50.47 p = 0.0001). La prueba post-hoc
de Bonferroni mostrd diferencias significativas entre los grupos control CASf y CASd (p<0.0001) en
concordancia con lo reportado previamente por nuestro laboratorio (Gutiérrez-Vera et al., 2022), asi
como entre los grupos control CASfCH y CASdCH (p< 0.0001). De manera interesante, el grupo CASdAE
presento diferencias significativas respecto a los grupos CASd y CASdCH (p<0.0001), mostrando por vez
primera, que una breve exposicidn en un entorno enriquecido es capaz de fortalecer significativamente
la respuesta aversiva débil del CAS. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que las experiencias
novedosas proporcionan PRPs que pueden ser capturados por las etiquetas de aprendizaje inducidas

por entrenamientos débiles para permitir el mantenimiento de las memorias de largo plazo (Figura 15).
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Figura 15. La exposicion al AE efectuada entre la sesion de adquisiciény la prueba de aversion del CAS fortalece
una memoria aversiva débil. Porcentaje del consumo de sacarina respecto a la sesion de adquisicion para los
grupos CASf(n=12), CASd (n=12), CASfCH (n=11) y CASdCH (n=12), CASfAE (n=12), CASdAE (n=11). Se representan
con triangulos, circulos y rombos los valores individuales. Ndotese que la exposicidén a un ambiente enriquecido una
hora después de la sesidn de adquisicion incrementa la aversidn en los animales del grupo CASdAE. ADQ: sesion
de adquisicion; P. Aversion: prueba de aversion. Las barras representan la media = E.E.M. *** P< (0.001.




DISCUSION

ELAE atenuda la aversion en el CAS

Se ha demostrado que el ambiente enriquecido induce efectos neuroprotectores y reduce las
conductas desadaptativas provocadas por diversos factores estresantes (Hegde, Suresh, y Mitra, 2020;
Kentner, Lambert, Hannan, Donaldson, 2019; Lehmann y Herkenham, 2011). Gran parte de estas
investigaciones se han centrado en la formacion hipocampal (Bayne, 2018; Kempermann, 2019; Ohline

y Abraham, 2019).

Los resultados del presente estudio demuestran que la exposicidon a un ambiente enriquecido es
capaz de atenuar la respuesta de aversion ante un estimulo aversivo robusto. Estos hallazgos son
consistentes con la literatura en la que se ha descrito que el ambiente enriquecido modula el
desempeno de los individuos en tareas cognitivas reduciendo los niveles de estrés (Ickes et al., 2000;
Lehmann y Herkenham, 2011). Se ha propuesto que el ambiente enriquecido promueve actitudes

adaptativas, asi como el desarrollo de resiliencia ante situaciones estresantes (Smail et al., 2020).

Actualmente se considera que los efectos benéficos o neuroprotectores en animales expuestos
a ambientes enriquecidos se maghnifican revirtiendo los efectos perjudiciales del estrés cuando los
estresores aplicados son intensos (Shilpa et al., 2017; Novaes et al., 2018; Shen et al., 2019) en
concordancia con los hallazgos del presente estudio. En contraste, los animales que tuvieron un
entrenamiento débil en el CAS no mostraron disminucién de la fuerza de aversion tras la exposicion a un
ambiente enriquecido. En este sentido se ha descrito que en paradigmas conductuales en los que los
estresores son débiles, el enriquecimiento ambiental puede no ejercer efectos aparentes,
probablemente este fenomeno se deba a que el enriquecimiento aumenta la capacidad de resistir la
exposicion repetida a tensiones muy leves manteniendo al sistema estable (Crofton et al., 2015; Smail

etal., 2020).

En consonancia con lo anterior, se ha sugerido que el enriquecimiento ambiental podria operar
mediante un mecanismo de habituacion al estrés, en el cual mediante exposiciones repetidas a un

estresor puede disminuir las respuestas aversivas, y a su vez, fortalecer la resiliencia ante futuros




estresores (Smail et al., 2020). De hecho, durante el periodo de enriquecimiento, los animales estan
expuestos repetidamente a objetos novedosos, y esto podria ser comparable a eventos repetidos de
estrés leve. Dado que ninguno de estos eventos tiene un resultado aversivo, los animales podrian ser
preparados para la subsecuente exploracion del entorno desconocido, incluyendo objetos e
interacciones sociales, promoviendo asi un comportamiento emocionalmente estable (Larsson,

Winblad y Mohammed, 2002).

La interaccion AE-CAS restaura los niveles de BDNF en la Cl

De acuerdo con nuestros resultados, la atenuacion del CAS robusto originada por la exposicién
a enriquecimiento ambiental se relaciona con el restablecimiento de los niveles de BDNF en la corteza
insular. Efectos similares han sido descritos en ratas estresadas expuestas a enriquecimiento ambiental
gue mejoraron el rendimiento en tareas de aprendizaje espacial, memoria y a su vez redujeron
conductas depresivas y ansiosas donde esta modulacién positiva en los animales se relacion6 con un

aumento en los niveles de BDNF, VEGF y GFAP en el hipocampo (Shilpa et al., 2017).

Numerosos estudios han descrito la relevancia del BDNF en los mecanismos de aprendizaje y
memoria, asi como en la regulacion de la plasticidad sinaptica (Brigadski y LeBmann, 2014; Cunha,
Brambilla, y Thomas, 2010; Kowianski et al., 2018). Esta neurotrofina es capaz de regular la eficiencia
de la comunicacion sinaptica, modulando la expresion tanto de LTP como de LTD (Chen et al., 1999;
Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008; Minichiello et al., 1999; Woo et al., 2005; Yang et al., 2014)
e incluso generando per se incrementos de la eficiencia sinaptica (Escobar, Figueroa-Guzman, y Gomez-
Palacio-Schjetnan, 2003; Gomez-Palacio-Schjetnan y Escobar, 2008; Lin, Kavalali, y Monteggia, 2018;
Martinez-Moreno, Rivera-Olvera, y Escobar, 2020; Rauti et al., 2020; Rivera-Olvera et al., 2016). Aunado
a lo anterior, Silholy colaboradores demostraron que el entrenamiento en un aprendizaje dependiente
de hipocampo genera incrementos en la expresion del gen de BDNF, asi como en los niveles de las
proteinas pro-BDNF y TrkB en las regiones CA2 y CA3 hipocampales (Silhol et al., 2007). Asimismo, se
ha demostrado que el ejercicio fisico provoca aumentos en los niveles de BDNF en el hipocampo que se
correlacionan con un mejor desempefio en la tarea de laberinto acuatico de Morris (Vaynman, Ying, y

Gomez-Pinilla, 2004).




En este orden de ideas, varios autores han sugerido que el BDNF no s6lo favorece la sintesis de
PRPs, sino que incluso es un producto relacionado a la plasticidad per se (Fernandes y Carvalho, 2016;
Sajikumar y Korte, 2011), capaz de modular los procesos homeostaticos en el sistema nervioso
(Fernandes y Carvalho, 2016; Huber, Sawtell, y Bear, 1998; Jakawich et al., 2010; Rutherford, DeWan,
Lauer, y Turrigiano, 1997; Sajikumar y Korte, 2011). Se ha propuesto que, durante el fendmeno de
etiquetado y marcaje sinaptico, el BDNF liberado presinapticamente participaria en el etiquetado de la
sinapsis para la posterior captura de PRPs en las fases tardias de la LTP (Barco et al., 2005). Por su parte,
el BDNF liberado postsinapticamente favoreceria el mantenimiento de la LTP a través de la regulacion
de la expresion e insercion de las subunidades GluR1 de los receptores AMPAy NR2B de los receptores

NMDA (Caldeira et al., 2007; Carvalho et al., 2008; Fortin et al., 2012).




La exposicion breve a un AE atenua la respuesta aversiva del CAS

Se ha comprobado que los animales alojados en un entorno enriquecido durante periodos
prolongados son capaces de modular el impacto de estimulos aversivos intensos (Smith et al., 1998,
Barbelivien et al., 2006, Beckmann y Bardo, 2012). A modo de ejemplo, Barbelivien y colaboradores
demostraron que las ratas expuestas a AE mostraban una reduccién en la conducta de miedo asociado
con los eventos aversivos, presumiblemente debido a una regulacién del eje hipotalamico-pituitario-
adrenal (HPA), aumentando la expresion del ARNm del receptor de glucocorticoides en el hipocampo
(Barbelivien et al., 2006). Por su parte, Beckman y Bardo demostraron que el ambiente enriquecido
reduce el valor del incentivo de una sefial asociada a recompensa, mostrando una menor blsqueda de
ésta respecto a animales alojados en condiciones estandar. Sugiriendo ademas que la reduccién del
valor del incentivo es mediada por la sefalizacion dopaminérgica en los animales enriquecidos
(Beckmanny Bardo, 2012). De hecho, Smaily colaboradores afirman que un atributo importante del AE
es su capacidad para atenuar e incluso revertir estimulos aversivos (Smail et al., 2020). Sin embargo, a
pesar de estos resultados alentadores, la investigacion sobre los efectos de exposiciones breves al
entorno enriquecido durante eventos estresantes ha sido considerablemente menos explorada. En este
contexto, los resultados del presente estudio demuestran que una breve exposicion al enriquecimiento

ambiental reduce la intensidad de la respuesta aversiva del CAS.

Investigaciones previas han identificado que la exposicion a un AE a corto plazo es capaz de
favorecer la respuesta emocional de los animales ante eventos aversivos, asi como mejorar el
rendimiento en tareas estresantes (Leger et al., 2015; Koe, Ashokan y Mitra, 2016; Bhagya et al., 2017;
Cavalcante et al., 2020). En el presente estudio, nos preguntamos si era posible atenuar la respuesta de
aversion del CAS reduciendo la exposicion temporal a un AE. En este sentido, un estudio de Abrahamy
colaboradores muestra que a partir de 7 dias de exposicién a un ambiente enriquecido es posible
promover modificaciones en la comunicacidn sinaptica que afectan la respuesta requerida para hacer
frente al entorno (Abraham et al., 2005). Los resultados del presente estudio revelan que la exposicion
durante siete dias a un AE es capaz de atenuar la respuesta de aversion ante un CAS fuerte, de manera
similar a la atenuacion generada tras una exposicion de 21 dias. En concordancia con estos hallazgos,
el grupo de Cavalcante analizo los efectos temporales del AE sobre una memoria aversiva y sus efectos
en las neuronas del sistema mesocorticolimbico de ratas, demostrando que dos y cuatro semanas de

exposicion a un AE favorecen de manera equiparable la extincion de una memoria de miedo
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condicionado. Ademas, tanto la exposicidon durante 4 como durante 2 semanas a un AE, generaron
cambios similares en lainmunorreactividad de Zif-268 en areas mesocorticolimbicas como el area CA1
hipocampal y la amigdala central, asi como de la Tirosina hidroxilasa (TH) en el area ventral tegmental
(VTA)y el nucleo accumbens (Cavalcante et al., 2020). Asimismo, una investigacion realizada por Leger
y colaboradores muestra que la ejecucion en la tarea de reconocimiento de objeto novedoso es similar

en animales expuestos durante 1, 3 0 5 semanas a un ambiente enriquecido (Leger et al., 2015).

La exposicion breve a un AE bloquea el mantenimiento de la LTP in vivo en la Cl

Actualmente es ampliamente reconocido que el aprendizaje y la memoria dependen de
procesos de plasticidad sinaptica, donde estos procesos plasticos son regulados a su vez por
mecanismos homeostaticos como la metaplasticidad, la cual modula los cambios en la fuerza sinaptica
de las neuronas dependiendo de su historial previo de actividad. En este sentido, se ha descrito que el
entrenamiento en ciertas tareas aversivas, modifican la capacidad de expresar la potenciacion y la
depresion a largo plazo (LTD) subsecuente en el hipocampo, asi como en la neocorteza (Hirata et al.,
2009; Rivera-Olvera et al., 2016, 2018; Rodriguez-Duran et al., 2017; Stansley et al., 2018; Urrieta y
Escobar, 2021).

En este contexto, estudios previos de nuestro grupo de investigacion mostraron que un
entrenamiento previo en el CAS modifica la capacidad para inducir una subsecuente LTP en la
proyeccion BLA-CI, generada tanto por estimulacion de alta frecuencia (Rodriguez-Duran et al., 2011;
Rodriguez-Duran y Escobar, 2014), como por la administracion de BDNF (Rivera-Olvera et al., 2016).
Asimismo, nuestros estudios muestran que la induccion de la LTP en la proyeccion BLA-CI antes del
entrenamiento en el CAS aumenta la retencion de esta tarea (Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000;
Rodriguez-Duran et al., 2017), mientras que lainduccion de la LTD facilita su extincidon (Rodriguez-Duran
et al., 2017). Adicionalmente, nuestras investigaciones previas muestran que el entrenamiento en la
extincion del CAS permite la induccidn, pero no el mantenimiento de la LTP en la Cl (Rivera-Olvera et al.,
2018), de manera similar a lo reportado por Li y colaboradores, quienes describieron que la induccion
de la LTD en la CI (en una proyeccion cortico — cortical) es bloqueada tras el proceso de extincion del

CAS (Li et al., 2016).




De manera interesante, en el presente estudio demostramos que una breve exposicidn a un
ambiente enriquecido permite la induccion, pero no el mantenimiento de la LTP en la via BLA-CI. En este
sentido, se ha demostrado que el AE es capaz de revertir la LTP previamente inducida en el hipocampo
(Abraham et al., 2002, 2005). Asimismo, Qi y colaboradores mostraron que la exploracién en un
ambiente novedoso durante 30 minutos provoca una reversion rapida y persistente de la LTP en el
hipocampo (Qi et al., 2013), en tanto que Irvine y colaboradores mostraron que la LTP inducida durante

la exposicién a un entorno enriquecido es menos persistente a lo largo de los dias (Irvine et al., 2006).

De hecho, se ha demostrado que la exposicién a eventos novedosos puede disminuir la
transmision sindptica basaly facilitar fendmenos de depotenciacion (Kemp y Manahan-Vaughan, 2004;
Hong et al,, 2011; Dong et al., 2012; Qi et al., 2013). A modo de ejemplo, Buschler y Manahan-Vaughan
demostraron que breves exposiciones a un AE pueden desencadenar cambios metaplasticos en los

animales (Buschler y Manahan-Vaughan, 2012).

En este orden de ideas, estudios previos de nuestro grupo de investigacion han mostrado que la
extincidn del CAS regula la respuesta ante la estimulacion de la via BLA-CI, es decir, mientras que el
entrenamiento en el CAS incrementa la transmisidn sindptica basal, la extincidn revierte este
fortalecimiento, permitiendo la induccion, pero no el mantenimiento de la LTP (Rivera-Olvera et al.,
2018). Los presentes resultados sugieren que una breve exposicion al AE podria desencadenar un
mecanismo metaplastico similar al provocado por la extincion del CAS. De hecho, el analisis de las
curvas 1/0 mostro que la transmisidn sinaptica basal del grupo expuesto al AE se redujo respecto al
grupo control, lo cual posiblemente influye en el mantenimiento de la LTP, y como mencionamos
previamente, este mecanismo podria subyacer a la reduccion en la fortaleza del trazo de memoria. Al
respecto, estudios previos de nuestro grupo de investigacion han mostrado que el entrenamiento en el
CAS es capaz de modificar lacomunicacion sinaptica (Rodriguez-Duran et al., 2011; Rivera-Olvera et al.,
2016) y esta modificacion puede ser observada a través de la modulacion de las curvas I/0 (Rivera -
Olvera et al., 2018; Urrieta y Escobar 2021). Ademas, se ha descrito que los cambios sinapticos
dependientes del comportamiento también son capaces de alterar la subsecuente inducciéon de LTP en
lavia involucrada (Hirata et al., 2009; Rodriguez-Duran et al., 2011). Los resultados del presente estudio
muestran diferencias significativas en la curva I/0 entre los grupos LTP y AE7+LTP, demostrando que la

exposicion a AE modifica la fuerza sinaptica de la via BLA-CI, esto sugiere que la modificacién




dependiente del AE en la capacidad de inducir LTP podria depender del debilitamiento sindptico de la
via. Sin embargo, otros mecanismos tales como cambios en la funcién presinaptica (Ganguly et al.,
2000), modificaciones estructurales (Ramos-Languren y Escobar, 2013; Martinez-Moreno et al., 2020),
cambios en la excitabilidad intrinseca (Irvine et al., 2006; Malik y Chattarji, 2012), asi como diferentes
neuromoduladores (Maity et al., 2015), también podrian participar en la cinética de las curvas /Oy en

la expresion de la LTP.




Etiquetado conductual: Fortalecimiento de una respuesta aversiva débil como resultado de una

breve exposicion a un AE

Hoy en dia la hipédtesis de etiquetado y marcaje sinaptico originalmente propuesta por Frey y
Morris en 1997 es considerada como parte de los fundamentos neurobioldgicos del aprendizaje y la
memoria. De acuerdo con esta hipotesis la memoria de largo plazo requiere la sintesis de proteinas 'y
ARNm denominados genéricamente productos relacionados a la plasticidad o PRPs para la
estabilizacion y mantenimiento de los cambios sinapticos producidos por un nuevo aprendizaje (Frey y
Morris, 1997). De manera analoga, existen investigaciones que muestran que la LTP genera el marcado
local de las sinapsis involucradas y a su vez esas marcas podrian capturar productos relacionados a la
plasticidad sintetizados en el soma debido a un evento previo de plasticidad sinaptica, permitiendo asi
la estabilizacion de la potenciacidn durante periodos prolongados (Frey y Morris, 1997, 1998). Mas
recientementey derivada de la hipétesis anterior, surge la hipotesis de etiquetado y marcaje conductual.
Esta hipotesis explica como una experiencia conductual novedosa es capaz de inducir cambios
plasticos en el cerebro que modificara los trazos de memoria ya establecidos a través de un proceso de

etiquetado y marcaje sinaptico (Davis et al., 2004; Viola et al., 2014; Moncada et al., 2015).

En este sentido, la hipdtesis del etiquetado conductual desempefa un papel en la modulacion
de diferentes aprendizajes, incluso algunos aparentemente no relacionados. De hecho, se ha
demostrado de manera consistente que la exploracién de entornos novedosos mejora la plasticidad en
el cerebro para promover el aprendizaje en animales a través de un proceso de etiquetado conductual
(Li et al., 2003; Sajikumar y Frey, 2004; Lemon y Manahan-Vaughan, 2006). En el presente estudio,
mostramos por vez primera que la exposicidn al enriquecimiento ambiental, llevada a cabo una hora
después de la sesion de adquisicion fortalece una respuesta aversiva débil en los animales. Nuestros
resultados respaldan la idea de que un entorno novedoso puede influir en un aprendizaje aversivo de
acuerdo con la hip6tesis de etiquetado conductual (Moncaday Viola, 2007; Ballarini et al., 2009; Lopes

da Cunhaetal., 2019, 2022).

En este orden de ideas, un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion exploro
las diferentes oleadas de sintesis proteica, relevantes para el proceso de consolidacién de la memoria
del CAS, encontrando que la persistencia de la memoria de esta tarea requiere una fase tardia

dependiente de sintesis proteica de hasta 5-7 horas después de la adquisicion, pero no mas de 12 horas




(Martinez Moreno, Rodriguez-Duran y Escobar, 2011). En este contexto, nuestros resultados muestran
que la etapa del proceso de memoria del CAS en la cual tiene lugar la exposicion al ambiente
enriquecido juega un papel clave en el procesamiento sinaptico de las redes involucradas, modulado
tentativamente a través de procesos de captura y marcaje sinapticos. Se ha descrito que la novedad
inherente de los ambientes enriquecidos puede mejorar el aprendizaje y la memoria lo que contribuye a
la adaptacion y al desarrollo de habilidades cognitivas. Esta exposicion a la novedad también puede
tener impactos positivos en la plasticidad sinaptica, promoviendo la formacion de nuevas conexiones
neuronales (Kempermann, 2019). Nuestros hallazgos, por primera vez, ofrecen informacion sobre la
capacidad de modificar un trazo de memoria mediante la manipulaciéon conductual, implementada

dentro de unaventana temporal critica para el proceso de consolidacién.

En conjunto estos hallazgos proporcionan evidencia de como el AE es capaz de modular en
diferentes ventanas temporales, un trazo de memoria aversivo restaurando los niveles de BDNF en la ClI.
Asimismo, es capaz de modificar el curso temporal de la expresion de plasticidad sinaptica en areas
neocorticales implicadas en el procesamiento de estimulos aversivos. Finalmente, los resultados
muestran también que la etapa del proceso de memoria en la cual tiene lugar la exposicion a un AE
puede determinar la direccion de la modulacion observada. Estas observaciones subrayan la
importancia de los ambientes enriquecidos como potenciales moduladores de los procesos de

memoria asociados a eventos estresantes.




CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos en el presente estudio revelan que:

La exposicidn durante 21 dias a un AE atenua la fuerza de la aversion de un CAS fuerte.

EL AE restaura los niveles de BDNF en la Cl alterado por el entrenamiento en el CAS.

La exposicién durante 21 dias a un AE no modifica la fuerza de la aversion de un CAS débil.

La exposicién a un AE durante 7 dias atenua la fuerza de la aversion de un CAS fuerte.

La exposicidn a un AE durante 7 dias disminuye la excitabilidad basal de la via BLA-CI.

La exposicidon durante 7 dias a un ambiente enriquecido bloquea el mantenimiento de la LTP en la
via BLA-CI

La exposicién a un AE efectuada entre la sesidn de adquisicion y la prueba fortalece la memoria de

aversion del CAS
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Elanexo | corresponde al articulo de investigacion en el que se reportan los
hallazgos correspondientes a la primera fase del presente estudio. En el
cual se exploraron los efectos de la exposicion a un ambiente enriquecido
sobre la fortaleza de una memoria aversiva, asi como la participacion de la
neurotrofina BDNF en la interaccion AE-CAS en la corteza insular.
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ABSTRACT

It has been shown that exposure to an enriched environment (EE) can modulate the physiological impact of
aversive stimuli in animals, promoting adaptive attitudes, as well as the development of resilience to stressful
situations. These changes are known to be related to increased levels of some trophic factors, such as brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), which has been considered a regulatory protein for synaptic plasticity in
the adult brain. Our previous studies have demonstrated that in the insular cortex (IC), a brain region of the
temporal lobe implicated in the acquisition, consolidation, and retention of conditioned taste aversion (CTA)
task, BDNF can reverse the CTA memory deficit caused by a protein synthesis inhibitor. Likewise, our research
group have also shown that BDNF is required for the maintenance of CTA long-term memory. Here we evaluate
the effects of the exposure to an enriched environment on the CTA memory strength, using a weak and strong
version of this paradigm. The exposure to an EE for 21 days was able to attenuate the strong-CTA response
through the restoration of BDNF levels in the IC of adult rats. These results provide evidence that environmental
enrichment is capable of reducing the strength of an aversive memory trace, restoring the BDNF levels in a

neocortical region of the adult brain.

Environmental enrichment (EE) refers to special housing conditions
that provides environmental complexity with inanimate and social
stimulation relative to standard housing conditions [1]. Several studies
have shown that EE affects neurotransmitter systems as well as the
expression of certain neurotrophic factors [2]. These molecular changes
are potentially capable of modifying the performance of individuals in
cognitive tasks, as well as the synaptic efficiency of neurons [3],
generating a key repertoire for future learning processes [4].

Changes in brain-derived neurotrophic factor (BDNF) expression in
the brain, have been proposed to be the predominant mechanism by
which an EE provides beneficial effects on health and cognition [5].
BDNF is considered an essential protein for the regulation of mecha-
nisms related to long-term memory in the adult brain [6]. Indeed, the
exposure of rodents to an EE is able to increase the transcriptional and
epigenetic expression of this neurotrophin in the hippocampus [7],
while stressful situations downregulate its expression [8].

It has been reported that animals housed in an EE show a lower
psychological and physiological impact from stressors when compared
with animals housed in standard conditions [9-11], in addition to

modifying the salience of strong aversive stimuli [12-15]. In this
context, a previous study carried out by Barbelivien and collaborators,
showed that animals reared in enrichment cages, presented a reduction
of a conditioned-fear response in the presence of contextual cues when
compared to animals reared in isolation [13].

Conditioned taste aversion (CTA) is a well-established learning and
memory paradigm in which an animal learns to associate a novel taste
with nausea [16]. This paradigm involves a stress-related gustatory
experience that is capable of increase the corticosteroid levels when the
CS to which a CTA has been developed is subsequently presented [17].
Previous studies from our research group, have shown that the acute
infusion of BDNF in the insular cortex (IC), a brain region of the tem-
poral lobe implicated in the acquisition, consolidation and retention of
CTA, is able to convert a weak CTA into a strong one, demonstrating that
the administration of this neurotrophin in the IC is sufficient to increase
an aversive memory trace [16].

So far, it is known that EE acts as a neuroprotective agent to cope
with stressful or aversive events [7]. However, to date the mechanisms
by which the enriched environment is capable of modifying the salience
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of aversive stimuli remain unclear. Thus, the aim of the present study
was to explore the effects of the exposure to an enriched environment on
the conditioned taste aversion memory strength, as well as the role of
BDNF in the EE-CTA interaction in the insular cortex of adult rats.

Seventy-two male Wistar rats weighting 350-380 g were used for the
present study. All rats were caged individually and kept on a 12:12 light-
dark cycle at 22 °C with food and water available ad libitum except for
experimental phases, as noted below. Experiments were performed in
accordance with the Norma Oficial Mexicana and with the approval of
the Animal Care Committee of the Faculty of Psychology of the National
Autonomous University of Mexico.

For environmental enrichment (EE), rats were caged five hours daily
for 21 days [18]. The EE cage (93.3 x 54.3 x 45.7 cm plastic box) was
equipped with one large running wheel, two food dispensers and two
water bottles, and were enriched with a variety of toys of different
shapes, sizes, colors, and textures as well as tunnels and a slippery. Most
of the objects and their locations were renewed three times a week to
ensure novelty and cognitive stimulation [18]. Each group was con-
formed of six animals in order to increase the social interaction.
Twenty-four hours after the EE exposure [18], animals were trained in
conditioned taste aversion.

Animals were placed on a water deprivation schedule, allowing ac-
cess to water twice a day from a graduated cylinder. Water intake during
10 min drinking interval was recorded for each rat in the course of 3
days. On the day of conditioning, rats were allowed to drink saccharin
solution 0.1 % (Sigma, St. Louis, MO) instead of water, and 10 min later,
rats received 9.37 ml/kg i.p. either of 0.2 M or 0.1 M solution of LiCl, in
order to induce gastric malaise. After three more days of baseline con-
sumption, saccharin solution was presented again to test the aversion.
The reduction of saccharin consumption was used as a measure of the
strength of aversion (Fig. 1A).

In order to analyze the participation of BDNF in the interaction be-
tween EE and CTA, we carried out Western blot assays. Rats were
decapitated, and the IC was microdissected 48 h after the aversion test
[19]. Two additional groups were used intact (INT n=6) and EE
(n = 6), in which the Western blot assay was performed without previ-
ous CTA training. Bilateral IC of each animal was lysed in ice-cold lysis
(50 mM Tris-HCl pH 6.8, 20 mM NacCl, 2 mM EDTA, 10 % glycerol, 10 %
triton) supplemented with 10 mM protease inhibitors (Mini Complete,
Roche, Germany); as well as, with phosphatase inhibitors (50 mM NaF,
4 mM Na3V04, 10 mM NaPPi). Samples of six animals of each group
were pooled, performing four independent assays for each pool during
the Western blot analysis. Aliquots containing 50 ug of protein for each
sample were resolved in 12 % SDS acrylamide gels; blotted electro-
phoretically and blocked overnight at 4 °C in TBS containing 5 % nonfat
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milk and 0.1 % Tween 20. Membranes were incubated with primary
antibodies against p-actin (horseradish peroxidase (HRP) conjugate)
(1:20,000, Cell Signaling Technology) and BDNF (1:1000, Abcam). The
blots were probed with anti-f-actin-HRP conjugate after stripping,
which were used as loading controls. Images were captured, and
densitometric analysis was performed with Image J software version
1.46r software (NIH, USA).

To examine the effect of the enriched environment on the CTA
memory, animals were distributed into the following treatment groups:
(1) wCTA (“weak” CTA, n = 16) which received 0.1 M solution of LiCl i.
p- on the acquisition day [16]; (2) sCTA (“strong” CTA, n = 16),
receiving 0.2 M solution of LiCl i.p. on the acquisition day [16,20]; (3)
EE+wCTA (n = 16), which was exposed to enriched environment for 21
days and twenty-four hours later, received the same treatment as the
wCTA group [18]; (4) EE+sCTA group (n = 12), which was exposed to
enriched environment for 21 days and twenty-four hours later, received
the same treatment as the sCTA group.

Saccharin consumption during the CTA-acquisition session did not
differ among groups. Nevertheless, a two-way ANOVA revealed signif-
icant differences between the groups trained in a strong vs a weak
version of the CTA (Fy, 56 = 36.13; p < 0.001). Likewise, the saccharin
consumption was significantly different among the groups exposed to an
enriched environment for 21 days in comparison with the ones kept
under standard housing conditions (Fi, 56 = 7.329; p < 0.01), along
with a significant CTA-treatment x housing condition interaction (Fy, 56
= 11.16; p < 0.001). Post-hoc analysis with Fisher’s test showed sig-
nificant differences in the saccharin consumption between sCTA and
wCTA groups during the aversion test (p < 0.001) in agreement with our
previous studies [16]. Notably, significant differences were also
observed between the EE+sCTA and sCTA groups (p < 0.001), revealing
that enriched environment is capable of attenuating a strong CTA
memory. Meanwhile, EE+wCTA and wCTA groups did not differ be-
tween them, thus revealing that EE under this condition does not modify
a weak aversive memory (Fig. 1B).

To examine whether BDNF was involved in the EE-induced CTA
memory attenuation, we analyzed the protein expression levels of BDNF
in the insular cortex using Western blot. The IC-BDNF levels were not
modified after the exposure to an EE as compared to the intact animals
(INT group) in agreement with previous studies [21,22]. On the other
hand, the two-way ANOVA revealed significant differences in the
IC-BDNF expression between the groups trained in a different version of
the CTA (wCTA or sCTA) vs the group without previous CTA training
(INT), (Fz, 19 = 4.995; p < 0.01), as well as a significant difference
between the animals kept in enriched vs standard housing conditions (F
1, 19 = 4.641; p = 0.04). Additionally, we also observed a significant
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interaction between these two treatments (CTA vs housing conditions, F
1, 19 = 7.486; p < 0.01). The post-hoc analysis with Fisher’s test
revealed that when the animals were trained in a strong version of CTA
they exhibited a decrease in the IC-BDNF expression as compared to the
rest of the groups (p < 0.001) (Fig. 2). Nevertheless, when the animals
were exposed to an EE (EE+sCTA) before the CTA training, the IC-BDNF
expression did not present significant changes when compared with the
rest of the groups, suggesting that EE is able to restore the BDNF levels in
the IC after the CTA acquisition. No significant changes were observed in
the IC-BDNF expression when the animals were trained in a weak
version of CTA (WwCTA group), or when the wCTA was followed by the
EE exposure (EE+wCTA group) as compared to the INT group. We
carried out a linear regression analysis in order to evaluate the rela-
tionship between IC-BDNF levels and the EE-induced CTA memory
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Fig. 2. Exposure to an enriched environment restores the IC BDNF levels on a
strong CTA. A) Representative Western blot and densitometric analysis of BDNF
protein from EE, EE+wCTA, EE+sCTA, wCTA, sCTA, and INT groups. Note that
strong CTA decreases the BDNF expression in the IC as compared to the rest of
groups, while the previous exposure to an EE is able to restore the IC-BDNF
levels on the EE+sCTA group. ** p < 0.01, *** p < 001. B) Linear regression
plot of saccharin consumption during the aversion test versus BDNF levels for
the wCTA, sCTA, EE+wCTA and EE+sCTA groups. The positive correlation
shows that the decrease in BDNF levels correlates with the decrease in saccharin
consumption of the sCTA group during the aversion test. While the increase in
saccharin consumption observed in the EE+sCTA group after exposure to EE
correlates with the restoration of BDNF levels in this group.
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attenuation. Linear regression analysis revealed a positive correlation
between the BDNF levels and saccharin consumption during the aver-
sion test (> = 0.85). Thus, showing that the decrease in BDNF levels
correlates with the decrease in saccharin consumption of the sCTA group
during the aversion test. While the increase in saccharin consumption
observed in the EE+sCTA group after exposure to EE correlates with the
restoration of BDNF levels in this group. These results suggest that the
restoration of the IC-BDNF levels induced by the exposure to an EE,
could be capable of regulating an aversive memory trace, reducing its
strength.

The results of the present study demonstrated that animals previ-
ously exposed to an enriched environment showed an attenuated aver-
sive response when tested in a strong CTA in comparison with animals
kept under standard housing conditions. These findings are consistent
with the literature pointing that EE modulates the performance of in-
dividuals in cognitive tasks by modifying the salience of aversive stimuli
[14,15], as well as reducing stress levels [21,22]. In this regard, an
earlier study carried out by Smith and colleagues showed that the
exposure of rats to enriched-housing conditions was capable of modi-
fying the salience of the aversive stimulus during a
psychoactive-drug-induced CTA protocol [12]. The taste-aversion
learning during CTA involves the exposure of animals to a stressful
event which is able to increase the corticosteroid levels when the
conditioned stimulus is subsequently presented [17].

Several studies have shown that EE is capable of induce neuro-
protective effects and reduce maladaptive behaviors caused by various
stressors [22,23], promoting adaptive attitudes, as well as the devel-
opment of resilience to stressful situations [24]. In this regard, EE is able
to improve the cognitive function, and reverse the harmful effects of
stress when the stressors applied are intense [10]. In agreement with this
evidence, our present results show that animals trained in a weak CTA
did not show a decrease in the aversion strength after exposure to an EE.
These findings are also consistent with the idea that enrichment could
fail to exert any effect when the behavioral paradigm involves a weak
stressful situation, keeping the system stable and without drastic
changes [9,24].

In line with the above, it has been suggested that EE may work via a
stress habituation mechanism, whereby repeated exposures to a stressor
are able to decrease subsequent coping responses, and in turn, inoculate
resilience against future stressors [24]. Indeed, during the enrichment
period, animals are repeatedly exposed to novel objects, and this could
be comparable to repeated events of mild stress. Since none of these
events ever have any aversive outcome, the animals may be primed for
excitement and exploration of unfamiliar environment, including ob-
jects and social interactions, thus promoting a more emotionally stable
behavior [25].

Previous reports have proposed the increased neurotrophic activity
in the hippocampus as the primary molecular mechanism for stress-
protective effects of EE [1,9,11]. Here, we show that acquisition of a
strong CTA decreased the BDNF levels in the insular cortex, however,
when the animals were previously exposed to an EE these levels were
restored.

In agreement with these results, some studies have shown that the
exposure to an enriched housing is capable of restoring the BDNF
expression levels in the hippocampus, the amygdala, as well as the
prefrontal cortex that were previously decreased in maternally sepa-
rated [22,26] and chronic stressed rats [27].

Notably, our results show that the attenuated response of a robust
CTA caused by exposure to an EE correlates with the restoration of BDNF
levels in the IC. In this sense, previous studies from our research group
have reported that BDNF is capable of generating a long-lasting poten-
tiation of synaptic efficacy in the IC, as well as modulating the strength
of CTA [16,19]. In this regard it is important to consider that variations
in the concentrations of this neurotrophin are capable of generating
differential and even antagonistic effects [28-31]. Interestingly, the
cortical levels of BDNF in the animals trained in a weak CTA were not
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modified compared to those in the control groups, suggesting that the
aversion generated by the acquisition of a weak CTA is in fact less salient
to be affected by EE.

Taken together, the results of the present study demonstrate that
previous exposure to an EE is able to restore the BDNF levels in a
neocortical region of the adult brain affected by the acquisition of an
aversive taste memory, as well as modulating the memory trace by
reducing its strength.
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Anexo |l

El anexo Il corresponde al articulo de investigacién en el que se
reportan los hallazgos correspondientes a la segunda fase del
presente estudio. En el cual se exploraron los efectos de la exposicion
breve a un ambiente enriquecido sobre la fuerza de la memoria
aversiva, asi como sobre la potenciacion de largo plazo (LTP) in vivo
generada por estimulacion de alta frecuencia de la via Bla-Cl.

Referencia:

Gutiérrez-Vera, B., Reyes-Garcia, S. E., & Escobar, M. L. (2023). Brief
environmental enrichment elicits metaplasticity on the insular cortex
in vivo and reduces the strength of conditioned taste aversion.
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Environmental enrichment (EE) is known to improve memory and cognition and modulate the impact of aversive
stimuli in animals, promoting the development of resilience to stressful situations. Likewise, it is known that EE
can modulate synaptic plasticity as is the case of long-term potentiation (LTP). These findings have been

E’Il? described initially in ex vivo preparations, suggesting that the effects of EE are the result of an early modification
Metaplasticity of the synaptic excitability and transmission. In this regard, it is known that metaplasticity refers to the persistent

modification, by previous activity, in the ability to induce synaptic plasticity. Our previous studies have shown
that prior training in conditioned taste aversion (CTA) prevents the subsequent induction of LTP in the projection
from the basolateral nucleus of the amygdala (Bla) to the insular cortex (IC) in vivo. In addition, we have shown
that CTA extinction allows the induction but not the maintenance of IC-LTP of the Bla-IC pathway. Recently, we
also showed that prior exposure to environmental enrichment for three weeks reduces the strength of CTA,
restoring the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels in the IC. The present study aimed to analyze the
effects of brief exposure to an enriched environment on the strength of aversive memory, as well as on the in vivo
IC-LTP. To do so, adult rats were exposed for seven days to an EE, either before CTA training or LTP induction in
the Bla-IC pathway. Our results demonstrate that a seven-day exposure to an enriched environment attenuates
the aversive response to a strong CTA and allows the induction but not the maintenance of LTP in the insular
cortex. These findings provide evidence that metaplastic regulation in a neocortical region takes part in the
mechanisms through which brief exposure to enriched environments attenuates an aversive response.

the optimal time window for an EE intervention is critical for under-
standing how environmental modifications can change brain function,

1. Introduction

In recent years, multiple investigations have focused on the benefi-
cial effects of prolonged exposure to enriched environments on the
response of individuals to stressful situations (Smith et al.,1998; Bar-
belivien et al., 2006; Beckmann & Bardo, 2012; Cavalcante et al., 2020).
In this regard, previous studies from our research group have shown that
long-lasting exposure to environmental enrichment (EE) is capable of
reducing the strength of an aversive memory trace, restoring the brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) levels in a neocortical region of the
adult brain (Gutiérrez-Vera et al., 2022). Long-term environmental
enrichment elicits enduring effects on the adult brain, including altered
synaptic plasticity. Most studies of the effect of EE on synaptic efficacy
have examined the consequences of very prolonged EE-exposure.
Nevertheless, it is unclear whether brief exposure to EE can alter syn-
aptic plasticity (Buschler & Manahan-Vaughan, 2012). Although finding

the effects of brief exposure to an EE during stressful events have been
less explored.

Nowadays, it is known that learning-induced neural activity triggers
changes in the strength of synaptic connections in the adult brain. These
synaptic changes can occur as Hebbian plasticity, such as long-term
potentiation (LTP) and long-term depression (LTD) (Citri & Malenka
2008; Vitureira & Goda, 2013), or as the mechanisms that regulate
them. Metaplasticity refers to the persistent modification, by previous
activity, in the ability to induce synaptic plasticity (Abraham, 2008;
Hulme et al., 2013; Keck et al., 2017; Abraham & Richter-Levin, 2018;
Lee & Kirkwood, 2019; Reyes-Garcia & Escobar, 2021). Metaplasticity is
studied by examining the effects of a priming neuronal activity on the
outcome of a subsequent plasticity-inducing event (Abraham, 2008;
Hulme et al., 2013; Lee & Kirkwood, 2019). A relevant way to induce
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such priming activity is through behavioural events as learning pro-
cesses. Indeed, accumulated evidence has indicated that metaplasticity
contributes to cognitive processes (Hulme et al., 2013; Abraham &
Richter-Levin, 2018; Urrieta & Escobar, 2021). In this sense, it is sug-
gested that exposure to an EE for prolonged periods modifies the cellular
excitability and synaptic plasticity of the neurons and those physiolog-
ical changes cause the improvement of cognitive function (Eckert &
Abraham, 2012; Ohline & Abraham, 2019). In this regard, mixed results
have been obtained, e.g., it has been shown that exposure to an EE can
increase the magnitude of LTP in the hippocampus (Irvine et al., 2006;
Buschler & Manahan-Vaughan, 2012; Voss et al., 2013; Ohline &
Abraham, 2019). In contrast, it has been reported that prior exposure to
prolonged EE decreases neural activity in the amygdala during stressful
episodes (Nikolaev et al., 2002; Reichmann et al., 2013; Grimm et al.,
2016; Lopes et al., 2018).

Previous studies from our research group have shown that condi-
tioned taste aversion (CTA) training, a well-established learning and
memory paradigm in which an animal learns to associate a novel taste
with nausea, blocks the ability to induce subsequent Bla-IC-LTP gener-
ated by either BDNF administration or high-frequency stimulation (HFS)
(Rivera-Olvera et al., 2016; Rodriguez-Duran et al., 2011). In addition,
we have shown that induction of LTP enhances CTA retention (Escobar
& Bermudez-Rattoni, 2000) and slows-down CTA extinction (Rodriguez-
Duran et al., 2017). Conversely, when Bla-IC LTD is induced before CTA
training, CTA extinction is facilitated, suggesting a bidirectional mod-
ulation of CTA extinction by LTP and LTD, (Rivera-Olvera et al., 2016;
Rodriguez-Duran et al., 2017). Moreover, we have shown that CTA
extinction regulates the subsequent response of the Bla-IC pathway
through decreasing basal synaptic transmission (Rivera-Olvera et al.,
2018). As mentioned above, we have recently shown that animals pre-
viously exposed to an EE for 21 days showed an attenuated aversive
response when tested in a strong CTA (Gutiérrez-Vera et al., 2022).

So far, it is known that previous long-term exposure to environ-
mental enrichment causes neuroprotective effects against stressful or
aversive events due to changes in the cellular excitability and synaptic
plasticity of hippocampal neurons. However, to date, it is unclear
whether short-term EE is capable of modifying the salience of aversive
stimuli as well as synaptic plasticity in the neocortex. Therefore, the
present study aimed to explore the effects of brief exposure to an
enriched environment on taste aversion conditioning as well as on the
ability to induce in vivo LTP on the Bla-IC pathway.

2. Methods
2.1. Animals

Fifty male Wistar rats weighing 350-380 g (age three months) were
used for the present study. All rats were caged individually and kept on a
12:12 light-dark cycle at 22 °C with food and water available ad libitu-
m except for experimental phases, as noted below. Experiments were
performed in accordance with the Norma Oficial Mexicana and with the
approval of the Animal Care Committee of the Faculty of Psychology of
the National Autonomous University of Mexico.

2.2. Enriched environment

Environmental enrichment (EE) was set as previously described
(Gutiérrez-Vera et al., 2022). Briefly, rats were caged for five hours daily
for seven days (Abraham et al., 2005). The EE cage (93.3 x 54.3 x 45.7
cm plastic box) was equipped with a running wheel, a variety of toys of
different shapes, sizes, colors, and textures as well as tunnels and a slide.
The objects were renewed three times a week to ensure novelty and
cognitive stimulation (Gutiérrez-Vera et al., 2022). In order to increase
social interaction each group was conformed of six animals taken from
the same litter (Sztainberg and Chen, 2010; Love et al., 2022). Twenty-
four hours after the EE exposure (Abraham et al., 2005; Leger et al.,
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2015), animals were trained in conditioned taste aversion or submitted
to surgery for electrophysiological recording.

2.3. Conditioned taste aversion

As previously described (Martinez-Moreno et al., 2016; Rivera-
Olvera et al., 2016), animals were trained to drink water twice a day
from a graduated cylinder, during 10 min trials for three days. On the
acquisition session, rats were allowed to drink saccharin solution (0.1 %,
Sigma, St. Louis, MO) and 10 min later received 9.37 ml/kg i.p. either of
0.1 M or 0.2 M solution of LiCl to induce gastric malaise. After three
more days of baseline consumption, saccharin solution was presented
again to test the aversion. The reduction of saccharin consumption with
respect to acquisition intake was used as a measure of the strength of
aversion.

2.4. Electrophysiological procedures

Electrophysiological recordings were performed in anesthetized rats
as previously described (Rodriguez-Duran et al., 2011; Rivera-Olvera
et al., 2016). Briefly, animals were anesthetized with pentobarbital
(50 mg/kg i.p.) and given supplemental injections at 1-hour intervals.
Body temperature was maintained at 35 °C with a heating pad. IC re-
sponses were recorded unilaterally using a monopolar stainless-steel
electrode (0.005 in.). Constant current stimulation (20-40 pA mono-
phasic pulses, 0.01-0.25 ms duration) was provided via a Grass s48
stimulator directly and unilaterally to the Bla by using a stainless-steel
bipolar electrode. IC evoked responses were measured by obtaining
the field excitatory postsynaptic potential (EPSP) slope measured 1-3
ms after the EPSP onset. During the 20 min baseline period, responses
were evoked at 0.05 Hz. LTP was induced by delivering 10 trains of 100
Hz/1 s with an intertrain interval of 20 s. After train delivery, IC evoked
responses were collected for 2 additional hours. LTP was calculated as a
percentage compared to the mean slope of the field potentials of the
entire baseline period before the delivery of HFS.

Input/output (I/0) curves of the baseline synaptic responses in the
Bla-IC pathway were assessed to determine the synaptic strength for a
range of stimulation intensities in all groups. I/O curves were assessed
before baseline stimulation using multiples (1x to 10x) of threshold in-
tensity, which was determined as the stimulation intensity required to
produce a 0.1 mV response amplitude (Rodriguez-Duran et al., 2011).

2.5. Experimental design

To examine the effect of a brief exposure to an enriched environment
on the CTA memory strength, animals were distributed randomly into
the following treatment groups: (1) wCTA (“weak” CTA, n = 10), which
received 0.1 M; 9.37 ml/Kg, solution of LiCl i.p. on the acquisition day to
induce a weak aversion (Martinez-Moreno et al., 2016); (2) sCTA
(“strong” CTA, n = 10), receiving 0.2 M; 9.37 ml/Kg solution of LiCl i.p.
on the acquisition day to induce a strong aversion (Martinez-Moreno
et al., 2016); (3) EE7 + sCTA (n = 9) animals were exposed to an
enriched environment for seven days and 24 hr later received the same
treatment as the sCTA group. Considering the results of our previous
study (Gutiérrez-Vera et al., 2022), in the present work we focus only on
the CTA strong modality. Three animals from group EE7 + sCTA that
became aggressive with the littermates were removed from the study.

In order to examine the effect of a brief exposure to an enriched
environment on the ability to induce subsequent in vivo LTP in the Bla-
IC projection, animals were distributed into the following treatment
groups: (1) HFS (n = 6), which received high-frequency stimulation
(HFS: 10 trains at 100 Hz) capable of inducing IC-LTP (Rivera-Olvera
et al., 2016). Animals remained unhandled in a standard cage, prior to
induction of LTP; (2) EE7 + HFS (n = 7), animals were exposed to an
enriched environment for seven days and twenty-four hours later
(Gutiérrez-Vera et al., 2022), received a high-frequency stimulation
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(HFS: 10 trains at 100 Hz) capable of inducing IC-LTP (Rivera-Olvera
et al., 2016).

2.6. Statistics

Two-way ANOVA and Bonferroni’s post-hoc tests were performed for
behavioral scores. I/0 curves relationship was analyzed by comparing
nonlinear regression curves. Two-way ANOVA with repeated measures
were performed for EPSPs data.

3. Results
3.1. CTA

The group baseline means (+S.E.M.) of water intake (in ml) were
12.5 + 0.22, 14.80 + 1.47 and 13.44 + 0.5 respectively for groups
sCTA, wCTA and EE7 + sCTA. Liquid consumption during the acquisi-
tion session did not differ among groups. Nevertheless, a two-way
ANOVA revealed significant differences during the aversion test (F,
52 = 8.216; p = 0.0008). Post-hoc analysis with Bonferroni’s test showed
significant differences in the saccharin consumption between sCTA and
wCTA groups during the aversion test (p < 0.001) (Fig. 1B), consistently
with our previous studies (Gutiérrez-Vera et al., 2022).
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3.2. Brief EE exposure attenuates conditioned taste aversion

Exploration of the effects of a seven-day EE exposure on the CTA
memory strength showed that a brief enriched environment is capable of
attenuating a strong CTA memory. Notably, post-hoc analysis with
Bonferroni’s test showed significant differences between the EE7 +
sCTA and sCTA groups (p = 0.0003) and no significant differences be-
tween the EE7 + sCTA and wCTA groups, thus revealing the attenuation
of the strong memory (Fig. 1B), similarly to the regulation obtained after
21 days of EE exposure in our previous study (Gutiérrez-Vera et al.,
2022).

3.3. Brief EE exposure elicits metaplasticity in the insular cortex in vivo

Histological examinations revealed that stimulating and recording
electrodes were correctly placed in the BLA and IC, respectively, for all
groups (Fig. 2B). Four animals from group EE7 + HFS with inaccurate
electrode placement and one animal from the same group that presented
signs of sickness were excluded from the analysis. The IC field EPSP
consisted of 0.34 + 0.04 mV (mean + S.E.M.) potentials elicited with
300-600 pA current intensities and displayed an onset at 2-3 ms and a
peak at approximately 7-9 ms, with an average slope of 0.15 + 0.02
(mean + S.E.M.), in agreement with previous studies (Rodriguez-Duran
et al., 2011; Rivera-Olvera et al., 2018).

Non-linear regression analysis of 1/0 relationship (Rodriguez-Duran
etal., 2011) revealed significant differences between the EE7 + HFS and
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Fig. 1. Brief environmental enrichment exposure attenuates a strong conditioned taste aversion. A) Diagram of the experimental procedure. B) Scatter plots
show individual data distribution. Saccharin consumption during the acquisition session and the aversion test for sCTA (n = 10), wCTA (n = 10) and EE7 + sCTA (n
= 9) groups. Note that brief EE is able to reduce the response to a strong version of CTA, as evidenced by the increasing in the saccharin consumption. *** p < 0.001.
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EE allows the induction but not maintenance of IC-LTP. The top of each graph
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average EPSPs slope (percent of baseline) from the last 20 min of recording. Dot 1
insular cortex; HFS: high-frequency stimulation. Scale bar: 0.5 mV, 10 ms.

HFS groups (p < 0.0001). The I/0 curve from EE7 + HFS group indicates
that brief exposure to an enriched environment decreases the synaptic
efficacy of the Bla-IC pathway (Fig. 2C).

As shown in Fig. 2D, the LTP group showed an increment in the
EPSPs slope immediately after and during a period of at least two hours
after conditioning stimulation. In contrast, group EE7 + HFS showed
that EE exposure for 7 days allows the induction but not the mainte-
nance of subsequent LTP, i.e., the increase in synaptic efficiency begins
to decay about 50 min after the application of HFS in the Bla-IC pro-
jection. Repeated-measures ANOVA analysis for the last 20 min of re-
cordings revealed significant group differences (F; 11 =7.82, p =0.017).
The percent changes (+SEM) in the EPSP slope for the HFS and EE7 +
HFS groups were: 135.52 + 5.95 and 111.47 + 11, respectively.

4. Discussion

Enriched environments are capable of modifying the salience of
aversive stimuli (Barbelivien et al., 2006; Sampedro-Piquero & Begega,
2017; Clemenson et al., 2018), and it is suggested that cognitive function
improvements result from modulation in the cellular excitability and
synaptic plasticity (Kempermann, 2019; Ohline & Abraham, 2019). In a
previous study, we showed that prior long-term exposure to environ-
mental enrichment can reduce the strength of an aversive response
(Gutiérrez-Vera et al., 2022). In the present study, we show that expo-
sure to a brief environmental enrichment reduces the strength of aver-
sion in the CTA task, presumably by the modification of synaptic
plasticity in a neocortical region.

In this regard, it has been reported that animals housed in an EE for
long periods modify the salience of strong aversive stimuli (Smith et al.,
1998; Barbelivien et al., 2006; Beckmann & Bardo, 2012). For instance,
Barbelivien and collaborators showed that animals housed in EE pre-
sented a reduction in a conditioned-fear response (Barbelivien et al.,
2006), and Beckman and Bardo demonstrated that EE reduces the
incentive value of a cue associated with reward (Beckmann & Bardo,
2012). Indeed, Smail and collaborators state that an important attribute

ines indicate the baseline percentage. Bla: basolateral amygdaloid nucleus; IC:

of EE is its ability to attenuate aversive stimuli and even reverse them
(Smail et al., 2020). Despite the encouraging results regarding the effects
of exposure to EE in modifying the salience of stimuli, research on the
effects of brief exposures to EE during stressful events have been far less
explored. In this context, the results of the present study shed light on
the matter showing that a brief environmental enrichment exposure
reduces the strength of aversion in the CTA task and modify the synaptic
plasticity expression in a neocortical area of the adult brain.

Learning and memory expression rely on synaptic plasticity pro-
cesses, which in turn are regulated by mechanisms such as meta-
plasticity, where neurons modulate their synaptic strength changes
depending on their previous history of activity. Subtle differences in that
history can lead to changes in the expression of synaptic plasticity
(Abraham & Richter-Levin, 2018; Lee & Kirkwood, 2019; Urrieta &
Escobar, 2021). In this sense, it has been observed that the acquisition of
aversive experiences is accompanied by long-lasting modifications in the
ability to undergo further synaptic plasticity (Rodriguez-Duran et al.,
2011; Rivera-Olvera et al., 2016; Rivera-Olvera, et al., 2018, Urrieta &
Escobar, 2021). For instance, it has been observed that prior acquisition
of aversive learning modifies the ability to express subsequent LTP and
LTD in the hippocampus, as well as in the neocortex (Hirata et al., 2009;
Rivera-Olvera et al., 2016; Rivera-Olvera, et al., 2018; Stansley et al.,
2018; Urrieta & Escobar, 2021). In this order of ideas our previous
studies showed that CTA training modifies the ability to induce subse-
quent Bla-IC LTP generated either by high frequency stimulation
(Rodriguez-Duran et al., 2011; Rodriguez-Duran and Escobar, 2014) or
by BDNF administration (Rivera-Olvera et al., 2016). Additionally, we
reported that induction of LTP in the Bla-IC projection before CTA
training increases the retention of this task (Escobar & Bermudez-
Rattoni, 2000; Rodriguez-Duran et al., 2017), while LTD induction fa-
cilitates its extinction (Rodriguez-Duran et al., 2017). In addition, our
studies show that CTA training occludes the subsequent induction of
LTD in a retrieval-dependent manner (Urrieta & Escobar, 2021). Simi-
larly, Haley and collaborators found that LTD in BLA-IC synapses was
prevented in CTA-trained mice IC slices (Haley et al., 2020), while Li and
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collaborators found a related effect, as cortico-cortical LTD was pre-
vented in CTA-extinction mice IC slices (Li et al., 2016). Moreover, our
studies show that extinction training allows the induction but not the
maintenance of IC-LTP (Rivera-Olvera et al., 2018). It has also been
reported that contextual fear conditioning training reduces the ability to
induce hippocampal LTP (Sacchetti et al., 2002; Hirata et al., 2009),
while contextual fear extinction converts hippocampal LTD into LTP in a
mGlu receptor-dependent manner (Stansley et al., 2018).

Interestingly, here we demonstrated that a brief exposure to an EE
allows the induction but not the maintenance of LTP in the Bla-IC
pathway. In this regard, it has been demonstrated that EE can reverse
previously induced LTP in the hippocampus (Abraham et al. 2002;
2005). Likewise, Qi and collaborators showed that a novelty exploration
for 30 min induces a quick and persistent reversion of the hippocampal
LTP (Qi et al., 2013), and Irvine and collaborators showed that LTP
induced during exposure to an enriched environment is less persistent
throughout the days (Irvine et al. 2006). In addition, it has been proved
that exposure to novelty events can decrease basal transmission and
facilitate a depotentiation event (Kemp & Manahan-Vaughan, 2004;
Hong et al., 2011; Dong et al., 2012; Qi et al., 2013). Indeed, Buschler
and Manahan-Vaughan suggested that brief periods of EE may trigger
metaplastic changes (Buschler & Manahan-Vaughan, 2012).

Similarly, our previous findings have shown that CTA extinction
regulates the subsequent response to stimulation of the Bla-IC pathway,
i.e., while CTA training increases the basal synaptic transmission,
extinction reverses this strengthening, allowing LTP induction but not its
maintenance (Rivera-Olvera et al., 2018). Our present results suggest
that brief EE exposure could trigger a similar metaplastic mechanism as
CTA extinction does. Indeed, the analysis of the I/O curves revealed that
basal synaptic transmission of the EE exposed group was decreased
compared to the control group, which possibly influences the LTP
maintenance, and, as we mentioned above, this mechanism could be
underlying the reduction of the aversive memory strength. On this
subject, previous studies have demonstrated that behavioral training can
induce synaptic modification (Rodriguez-Duran et al., 2011; Rivera-
Olvera et al., 2016) and this modification can be observed through
modulation of the I/0 relationship (Rivera-Olvera et al., 2018; Urrieta &
Escobar 2021). Moreover, it has been reported that behavioral-
dependent synaptic changes also modify the ability to induce subse-
quent LTP in the behavioral-related pathway (Hirata et al., 2009;
Rodriguez-Duran et al., 2011). The results of the present study show
differences between groups HFS and EE7 + HFS I/0 curves, showing
that EE exposure modifies the synaptic strength of the Bla-IC projection.
These data suggest that the EE-dependent modification in the ability to
induce IC-LTP could be dependent, at least in part, on previous synaptic
weakening of the pathway. Nevertheless, other mechanisms can
potentially interfere with the kinetics of the /0 curves and LTP, such as
changes in presynaptic function (Ganguly et al., 2000), structural
modifications (Ramos-Languren & Escobar, 2013; Martinez-Moreno,
etal., 2020), changes in intrinsic excitability (Irvine et al., 2006; Malik &
Chattarji, 2012), as well as different levels of neuromodulators (Maity
et al.,, 2015). Taken together, the present results demonstrate that
exposure to an EE is able to change the basal synaptic transmission
(measured by I/0 curves) of the Bla-IC pathway and that this change
probably functions like a metaplastic modulator which could explain the
reduction of CTA strength.

In summary, the present study showed that brief environmental
enrichment attenuates the response to a robust CTA and allows the in-
duction but not the maintenance of LTP in a neocortical region of the
adult brain. This observation highlights that environmental manipula-
tions could be used as a modulator for stress-associated memory
processes.
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Anexo Il

El anexo Il corresponde a un articulo de investigacion que deriva de
una colaboracion en la que participé durante mis estudios de
doctorado, en el cual se reporta la participacion de la calcineurina en
la extincion del CASy en la expresion de LTD in vivo en la via Bla-Cl.

Referencia:

Reyes-Garcia, S. E., Gutiérrez-Vera, B., & Escobar, M. L. (2022).
Calcineurin requirement for in vivo insular cortex LTD and CTA-
extinction. Neurobiology of Learning and Memory, 193, 107647.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Currently, it is widely accepted that memory extinction involves the formation of a new associative memory

Extinction rather than unlearning of the information previously acquired. Nonetheless, the cellular and molecular mech-

Iéoilg'—tem'x depression anisms underlying this process are still unclear. In this regard, it has been suggested that while kinases modulate
alcineurin

conditioning and LTP, phosphatases are relevant for extinction and LTD. In particular, the protein phosphatase
calcineurin (CaN) has been involved in the extinction of some behavioral tasks along with LTD. Indeed, studies of
our research group have demonstrated that induction of LTD in the basolateral nucleus of the amygdala (Bla) to
the insular cortex (IC) pathway facilitates the extinction of conditioned taste aversion (CTA), while the induction
of LTP in this pathway slows it down. In addition, we have shown that the extinction of CTA elicits an increase of
CaN. The aim of the present study was to evaluate the participation of calcineurin in the extinction of CTA and in
the expression of in vivo LTD in the Bla-IC pathway. For this purpose, we chemically inhibited calcineurin in the
IC of adult male Wistar rats, either during CTA-extinction or thirty minutes after LTD induction in the Bla-IC
pathway. Our results show that calcineurin inhibition slows down the CTA-extinction and blocks the mainte-
nance of LTD. Furthermore, we show that CaN levels increase after LTD induction. These findings support the
idea that calcineurin is a key molecular actor for both CTA extinction and LTD expression in the IC, a highly
relevant neocortical area for the processing of aversively motivated learning tasks, suggesting that both processes

Synaptic Plasticity

are associated at a molecular level.

1. Introduction

In recent years the exploration of the cellular and molecular mech-
anisms underlying extinction (i.e., the reduction of a previously ac-
quired behavior) has received increasing attention. Long-term
depression (LTD), the activity-dependent decrement of the synaptic ef-
ficacy, has been proposed as the underlying mechanism for extinction
(Klavir et al., 2017; Li et al., 2016a; Saito et al., 2012; Zhang et al., 2011;
Hong et al., 2009; Citri and Malenka, 2008; Abraham, 2008; Kim et al.,
2007; Dunning and During, 2003; Lin et al., 2003a). Nowadays, it is
widely accepted that kinases and phosphatases have important roles for
the expression of synaptic plasticity and have also been linked to
learning and memory processes (Citri and Malenka, 2008; Abraham,
2008; Dunning and During, 2003). In particular, protein phosphatases
activity has been associated with both LTD and extinction of diverse
learning paradigms (Rich et al., 2019; Wang et al., 2019; Zhu et al.,
2017; Fuente et al., 2014; Nicholls et al., 2008; Lin et al., 2003b; Lin
et al.,, 2003a). In this sense, calcineurin (CaN), a Ca®*/calmodulin-

dependent serine/threonine protein phosphatase, has been closely
associated with both phenomena (Reyes-Garcia and Escobar, 2021;
Tarasova et al., 2018; Rusnak and Mertz, 2000). Disrupting CaN activity
via inhibition and through knock-out strategies impairs the expression of
LTD and depotentiation in the hippocampus and the amygdala (Rich
et al., 2020; Rich et al., 2019; Lin et al., 2003b; Lin et al., 2003a).
Similarly, the activity of this phosphatase has been linked to the
extinction of conditioned fear, spatial memory and drug-seeking
behavior (Rich et al., 2020; Rich et al., 2019; Wang et al., 2019; Zhu
et al., 2017; Fuente et al., 2014; Nicholls et al., 2008).

Conditioned taste aversion (CTA) is a well-established learning and
memory paradigm in which an animal acquires aversion to a novel taste
when it is associated with nausea (Bermtuidez-Rattoni, 2014; Bernstein
and Koh, 2007; Escobar and Bermudez-Rattoni, 2000). The insular
cortex (IC) is a region that lies in the temporal neocortex and has been
proven to be critical for the induction, maintenance, and retrieval of
aversively motivated learning tasks, like CTA (Yiannakas et al., 2021;
Kayyal et al., 2019; Gehrlach et al., 2019; Yiannakas and Rosenblum,
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2017; Li et al., 2016a). The IC is the last relay of the gustatory pathway,
receiving gustatory, aversive, and visceral information from the baso-
lateral amygdala (Bla) (Rivera-Olvera et al., 2016; Bermudez-Rattoni,
2014; Bernstein and Koh, 2007). The IC consists of the granular, dys-
granular and agranular subdivisions that are highly interconnected
(Maffei et al., 2012). The IC is also divided into the anterior (alIC),
medial (mIC) and posterior (pIC) subregions (Gehrlach et al., 2020;
Gogolla, 2017). The mIC is known to contain the gustatory cortex
(Gehrlach et al., 2020), and it receives more excitatory inputs from the
Bla than the pIC and alIC (Gehrlach et al., 2020). In addition, it has been
described that the Bla heavily projects to the granular and dysgranular
subdivions (Gogolla, 2017).

Indeed, we have shown that LTP and LTD can be evoked in the Bla-IC
pathway (Rodriguez-Duran et al., 2017; Escobar and Bermtidez-Rattoni,
2000), and that IC-LTP promotes CTA retention (Escobar and Bermtidez-
Rattoni, 2000) while LTD induction facilitates the CTA extinction
(Rodriguez-Duran et al., 2017).

More recently, we demonstrated that CTA extinction training in-
creases the CaN expression in the IC (Rivera-Olvera et al., 2018).
Considering the above, the aim of the present study was to evaluate the
effects of CaN inhibition on CTA extinction as well as in the expression of
in vivo LTD in the Bla-IC projection.

2. Methods
2.1. Animals

Male Wistar rats weighing 350-380 g were used for the present
study. All rats were caged individually and kept on a 12:12 light-dark
cycle at 22 °C with food and water available ad libitum except for
experimental phases as noted below. Experiments were performed in
accordance with the Norma Oficial Mexicana and with the approval of
the Animal Care Committee of the Faculty of Psychology of the National
Autonomous University of Mexico.

2.2. Cannulae implantation

Using a previously described procedure, animals were bilaterally
implanted on the IC with stainless steel guide cannulae (AM Systems,
USA) at coordinates: AP + 1.2 mm, ML + -5.5 mm, DV —4.5 mm
(Paxinos & Watson, 2013), the injector was placed 2 mm under the
cannulae so it reached the medial dysgranular IC (Rodriguez-Serrano
et al., 2014; Moguel-Gonzalez et al., 2008). Microinjectors were
attached by polyethylene tubing to a 10-pl Hamilton syringe driven by a
microinfusion pump (Cole Parmer Co., Vernon Hills, IL, USA). Animals
were allowed to recover for 1 week after surgery. Histological analysis
was performed on all groups to verify the injector tip location.

2.3. Conditioned taste aversion

Animals were placed on a water deprivation schedule, allowing ac-
cess to water twice a day from a graduated cylinder. Water intake during
10 min drinking interval was recorded for each rat over 3 days. On the
day of conditioning, rats were allowed to drink saccharin solution 0.1%
(Sigma, St. Louis, MO) instead of water, and 10 min later, rats were
injected i.p. with LiCl (JT Baker, USA) (0.2 M; 9.37 ml/kg) to induce
gastric malaise. After two more days of baseline consumption, saccharin
solution was presented again to test the aversion. The reduction of
saccharin consumption was used to measure the aversion strength.
During the extinction phase, in nine extinction trials (one every other
day over eighteen days) saccharin solution was presented in the absence
of LiCl to the groups indicated below.

2.4. Electrophysiological procedures

Electrophysiological recordings were performed in anesthetized rats
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as previously described (Rivera-Olvera et al., 2016; Rodriguez-Duran
et al., 2011; Escobar et al., 1998). Briefly, animals were anesthetized
with pentobarbital (50 mg/kg i.p.) and given supplemental injections at
1 h intervals. Body temperature was maintained at 35 °C with a heating
pad. IC responses were recorded unilaterally at coordinates AP + 1.2
mm, ML + -5.5 mm, DV —6.5 mm by using a monopolar stainless-steel
electrode (AM Systems, USA). Constant current stimulation (300-600
pA monophasic pulses, 0.25 ms duration) was provided via direct and
unilateral stimulation of the Bla at coordinates: AP —2.8 mm, ML -5.0
mm, —8.5 mm =+ 0.2 (Paxinos & Watson, 2013) by using a stainless-steel
bipolar electrode. IC evoked responses were measured by obtaining the
field excitatory postsynaptic potential (EPSP) slope measured 1-3 ms
after the EPSP onset. During the 20 min baseline period, responses were
evoked at 0.05 Hz. LTD was induced by delivering 900 trains at 1 Hz
(Rodriguez-Duran et al., 2017). After train delivery, IC evoked responses
were collected for two hours at 0.05 Hz. LTD was calculated as a per-
centage of change relative to the mean slope of field potentials before
conditioning stimulation.

2.5. Experimental design

To examine the effect of CaN inhibition on CTA-extinction, animals
were distributed into the following treatment groups: 1) EXT + FK506
group (n = 9), which received an intracortical administration of the
selective CaN inhibitor, FK506 (Cell Signaling, Netherlands) (10 pg/1.6
pl of 20% DMSO, 0.8 pl per hemisphere, at 0.5 pl/min) (Lin et al., 2003a;
Sachser et al., 2016) 30 min before the second CTA extinction session; 2)
EXT + DMSO group (n = 11), which received an intracortical admin-
istration of the FK506 vehicle (1.6 pl of 20% DMSO, 0.8 pl per hemi-
sphere, at 0.5 pl/min) (Lin et al., 2003a) 30 min before the second CTA
extinction session; 3) EXT group (n = 12), which was trained in CTA
including the extinction procedure, but did not receive the drug nor its
vehicle.

To determine the effect of CaN inhibition on LTD expression, animals
were distributed into the following treatment groups: 1) LTD + FK506
group (n = 7): which received low-frequency stimulation (900 trains at
1 Hz; each train contains 5 pulses of 250 ps duration at 250 Hz) capable
of inducing LTD (Rodriguez-Duran et al., 2017); 30 min later, they
received an intracortical administration of FK506 (10 pg dissolved in
1.6 pl of 20% DMSO, 0.8 pl at 0.5 pl/min) (Lin et al., 2003a). 2) LTD +
DMSO group (n = 6), this group received low-frequency stimulation in
order to induce LTD, 30 min later, they received an intracortical
administration of the FK506 vehicle (0.8 pul of 20% DMSO at 0.5 pl/min)
(Lin et al., 2003a). 3) LTD group (n = 7): which received low-frequency
stimulation in order to induce LTD but did not receive drug adminis-
tration. 4) FK506 group (n = 4): which remained under the baseline
stimulation and received an intracortical administration of FK506.
Input/output (I/0) curves of the baseline synaptic responses in the BLA-
IC pathway were assessed to determine the synaptic strength for a range
of stimulation intensities in all groups. I/0 curves were assessed before
baseline stimulation using multiples (1x to 10x) of threshold intensity,
that was determined as the stimulation intensity required to produce a
0.1 mV response amplitude.

2.6. Western blot procedure

In order to analyze the expression of the protein phosphatase calci-
neurin after LTD induction, an additional SHAM group was obtained (n
= 6), which did not receive either LFS nor the FK506 infusion, and we
carried out Western blot assays. Rats were decapitated, and the IC was
microdissected immediately after the electrophysiological procedures.
Unilateral IC of each animal was lysed in ice-cold lysis buffer (Thermo
Scientific, USA) (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 20 mM NacCl, 2 mM EDTA,
10% glycerol, 10% triton) supplemented with 10 mM protease inhibitors
(Mini Complete, Roche, Germany). Aliquots containing 50 pg of protein
for each sample were resolved in 12% SDS acrylamide gels; blotted
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electrophoretically and blocked overnight at 4 °C in TBS containing 5%
nonfat milk and 0.1% Tween 20. Membranes were incubated with pri-
mary antibodies against f-actin (horseradish peroxidase (HRP) conju-
gate) (1:15 000, Cell Signaling Technology) and calcineurin (1:5000,
#610259, BD Biosciences, New Jersey, USA) and incubated overnight at
4 °C. The blots were probed with anti-p-actin-HRP conjugate after
stripping, which was used as loading control. Images were captured, and
densitometric analysis was performed with Image J software version
1.46r software (NIH, USA).

2.7. Statistics

Two-way repeated-measures ANOVA and post-hoc Fisher tests were
performed for behavioural scores. I/0 curves relationship was analysed
by comparing nonlinear regression curves. EPSPs data were submitted to
a repeated-measures ANOVA and post-hoc Fisher’s test. Western blot
data was analysed by Kruskal-Wallis’s test and post-hoc analysis with
Dunn’s multiple comparisons.

3. Results
As revealed by histological examinations, microinjectors as well as

stimulating and recording electrodes were correctly located for all
groups (Fig. 1).

3.1. CaN inhibition slows-down CTA-extinction

No significant differences were found among groups neither in the
baseline water intake nor during the CTA acquisition session. The
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average baseline means (+SEM) of water intake were (in ml): 17.56 +
0.99,15.31 + 0.72 and 16.06 + 0.63 for the EXT, EXT + DMSO and EXT
+ FK506 groups, respectively. As shown in Fig. 1, during retention trials
(extinction sessions), repeated measures ANOVA revealed significant
differences among groups Fo 29 = 5.425p < 0.001. Post-hoc analysis
with Fisher’s test showed that EXT + FK506 group had a significant
modification in the retention trials, as indicated by the saccharin con-
sumption, when compared with the rest of groups during sessions 3 to 9
(p < 0.001). By session 10, the EXT + FK506 group no longer showed
significant differences with the rest of the groups. There were no dif-
ferences between groups on the first and second retention trials, indi-
cating that all of them showed a maximum aversion and, therefore, a
plateau effect. The present results clearly show that calcineurin inhibi-
tion by FK506 in the IC impairs CTA-extinction.

3.2. CaN inhibition impairs IC-LTD expression

The IC field EPSP consisted of 0.34 + 0.04 mV (mean + S.E.M.)
potentials elicited with 300-600 pA current intensities and displayed an
onset at 2-3 ms and a peak at approximately 7-9 ms, with an average
slope of 0.15 + 0.02 (mean + S.E.M.), in agreement with previous
studies (Rivera-Olvera et al., 2018; Rodriguez-Duran et al., 2017).

LFS in the Bla successfully induced LTD in the IC as previously shown
(Rodriguez-Duran et al., 2017). The IC field EPSPs showed a decrement
immediately after and during a period of at least 2 h after conditioning
stimulation. As shown in Fig. 2 (LTD + FK506), in vivo LTD magnitude
was reduced by the administration of the CaN inhibitor, FK506, as
compared with vehicle (LTD + DMSO) and the LTD control groups.
Repeated-measures ANOVA analysis for the last 20 min of recordings
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Fig. 1. Calcineurin inhibition slows-down CTA-extinction. A) Diagram of the experimental procedure for CTA-extinction. B) Schematic representation and
representative image in a coronal plane of canulae and injector placement in the IC. C) Saccharin consumption (ml + S.E.M.) during the extinction process over the
course of nine extinction trials (E1-E9). Arrow indicates the time of FK506 or DMSO infusion. The inset shows the saccharin consumption (ml + S.E.M.) for the
acquisition session and the aversion test for all groups. *p < 0.01 **p < 0.001 ***p < 0.0001.
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Fig. 2. Calcineurin inhibition blocks the maintenance of IC-LTD. A) Diagram of the experimental procedure for electrophysiology. B) Schematic representation
and representative image of the electrode placement showing stimulated (S) and recorded (R) sites in a coronal plane. C) Plot of I/0 curves for LTD, LTD + FK506,
LTD + DMSO and FK506 groups. D) Plot of IC evoked responses from LTD, LTD + FK506, LTD + DMSO and FK506 groups. Note that CaN inhibition decreases the
magnitude of IC-LTD. Representative traces of IC field potentials obtained pre-LFS stimulation (black) and at the last 20 min of the recording (gray) are shown. The
inner numbers show the average EPSPs slope (percent of baseline) from the last 20 min of recording. Arrows indicate the time of FK506 or DMSO infusion. Dot lines
indicate the baseline percentage. Bla: basolateral amygdaloid nucleus; IC: insular cortex; LFS: low-frequency stimulation. Scale bar: 0.5 mV, 10 ms.

revealed significant group differences (Fo, 1003 = 7.75, p = 0.004). Post-
hoc analysis with Fisher’s test showed significant differences between
the LTD + FK506 group and the control groups (p < 0.001). The percent
changes (+SEM) in the EPSP slope for the LTD, LTD + DMSO and LTD +
FK506 groups were: 58.42 + 5.95, 58.72 £+ 4.60 and 86.77 £ 9.79,
respectively. FK506 group showed that FK506 does not produce any
change in the synaptic efficacy itself.

3.3. CaN level is augmented after LTD induction

Since we have shown that CaN levels are increased after CTA-
extinction, we performed a Western blot analysis to examine the levels
of CaN in the insular cortex after LTD induction.

As shown in Fig. 3, Western Blot analysis showed that LTD increases
CaN levels in the insular cortex. There was a significant increase in CaN
levels both in the LTD + DMSO group and in the LTD + FK506 group
compared to the SHAM group (Kruskal-Wallis; p = 0.0004). No signifi-
cant differences were found between the LTD + DMSO and LTD + FK506
groups (Fig. 3), indicating that FK506 inhibits CaN without affecting its
availability.

3.4. I/0 relationship

Non-linear regression analysis of I/0 relationship (Rodriguez-Duran
et al., 2011) revealed no significant differences among groups (Fig. 2C).

4. Discussion

The cellular and molecular mechanisms underlying extinction are
still unclear. Nevertheless, LTD has been proposed as the cellular process
for extinction learning (Li et al., 2016a; Saito et al., 2012; Hong et al.,
2009; Citri and Malenka, 2008; Abraham, 2008; Kim et al., 2007;
Dunning and During, 2003; Lin et al., 2003a). At the molecular level,
phosphatases, such as calcineurin, have been closely associated with
LTD induction, as well as with depotentiation and the extinction of
diverse learning paradigms (Rich et al., 2020; Wang et al., 2019; Zhu
et al., 2017; Fuente et al., 2014; Nicholls et al., 2008; Lin et al., 2003b;
Lin et al., 2003a).

In this sense, our previous findings have shown that LTD induction
facilitates the CTA extinction (Rodriguez-Durdn et al., 2017). Similarly,
we have shown that CTA extinction training increases the CaN expres-
sion in the IC (Rivera-Olvera et al., 2018). The present study results
show that the administration of FK506 in the IC impairs the expression
of CTA-extinction, slowing it down. In this regard, previous studies have
shown that systemic inhibition of CaN in the lateral amygdala or hip-
pocampus blocks the extinction of conditioned fear (Almeida-Correa
etal., 2015; Fuente et al., 2014; Lin et al., 2003b). Likewise, its effect has
been shown in spatial memory tasks (Shaw et al., 2012), and in an object
recognition paradigm through chronic systemic administrations of
FK506 (Sachser et al., 2016). The FK506 binds to the endogenous pro-
tein FKBP12 with high affinity (0.4 nM) thus forming a complex that
results in CaN inhibition (Liang et al, 1999). For in vivo studies, con-
centrations around 10 pg/ul, like those used in the present study, are
commonly used to inhibit CaN activity in subcortical areas (Lin et al.,
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Fig. 3. LTD induction increases CaN levels. Representative Western blots
and densitometric analysis in percentage with respect to the loading control for
the levels of CaN of the IC in each group (SHAM, LTD + DMSO and LTD +
FK506). Note that LTD increases CaN levels in IC. * p = 0.01, ** p = 0.005.

2003a; Almeida-Correa et al., 2015, Rich et al., 2020).

It should be noted that the effects observed in the present study were
generated with only one intracortical administration of the CaN inhib-
itor prior to the second extinction session. These effects are significant
from the third extinction session and are conserved throughout the
remaining seven sessions. This is remarkable since the long-term effects
of CaN inhibition using the same drug had only been described with its
chronic and systemic administration (Sachser et al., 2016; Almeida-
Correa et al., 2015). Thus, our results show for the first time that a single
administration of FK506 in a neocortical area is sufficient to elicit a long-
term effect on the extinction memory of an aversive task in adult
subjects.

In addition to the behavioral findings, our results show that CaN
inhibition blocks the maintenance of in vivo LTD in the Bla-IC pathway,
which is essential for the formation, maintenance, and retrieval of
aversive taste memories (Yiannakas et al., 2021; Kayyal et al., 2019;
Gehrlach et al., 2019). In agreement with this, experimental evidence in
the hippocampus and amygdala has indicated that calcineurin actively
participates during the expression of LTD (Zhu et al., 2017; Lin et al.,
2003a; Zeng et al., 2001; Mulkey et al., 1994).

In this sense, and since our previous results show that CaN levels
increase in IC after CTA extinction (Rivera-Olvera et al., 2018), we
measured the levels of this phosphatase after induction of LTD in the Bla-
IC pathway. Remarkably, these results show that CaN levels also in-
crease after LTD induction, indicating that CaN seems to be essential for
both CTA extinction and LTD expression in the Bla-IC pathway. It should
be noted that no significant differences were observed between the LTD
+ DMSO and LTD + FK506 groups, which indicates that, as previously
reported (Williams and Johnson, 2021; Li et al., 2016b; Kissinger et al.,
1995), FK506 inhibits CaN without affecting its availability.

It is worth mentioning that the recordings of LTD as well as the
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administration of the CaN inhibitor were made in the dysgranular sub-
division of the mIC, which, as mentioned above, receives numerous
projections from the Bla (Gehrlach et al., 2020, Gogolla, 2017). In this
sense, the present results show that the inhibition of CaN in the dys-
granular subdivision of the mIC affects the extinction of CTA and the
expression of LTD.

The mechanisms through which CaN act on the extinction process
are not yet fully understood. However, the results presented here along
with the research described above allow us to suggest possible cellular
mechanisms involved both in CTA-extinction as in the expression of LTD
of the Bla-IC pathway. In this sense, it is known that low levels of Ca**
activate CaN, which dephosphorylates the inhibitor 1 (I-1), inactivating
it, which in turn generates the protein phosphatase 1 (PP1) activation.
PP1 then dephosphorylates CaMKII inactivating it. Additionally, CaN is
capable of dephosphorylating AMPA receptors, promoting their endo-
cytosis. Other targets of CaN are some transcription factors such as N-
FAT and CREB (Reyes-Garcia and Escobar, 2021; Tarasova et al., 2018;
Dunning and During, 2003; Groth et al., 2003). Together, these pro-
cesses would promote the expression of LTD in the Bla-IC pathway that
presumably underlies the expression of CTA-extinction.

On the other hand, when CaN is inhibited, the I-1 could exert its
action on PP1 and thus inhibit it. In this scenario, CaMKII activation is
promoted, allowing its action through the insertion of AMPA receptors
in the postsynaptic membrane, as well as the activation of transcription
factors such as CREB, thus hindering the synaptic depression. CaMKII in
the IC is primarily known for its role on the maintenance of both LTP and
the CTA memory trace (Juarez-Munoz et al.,, 2017; Adaikkan and
Rosenblum, 2015). However, it has been shown that CaMKII can also be
activated by LFS. CaMKII activity in this case elicits the phosphorylation
of the GluA1-S567, thus promoting the removal of AMPA receptors to-
wards extra-synaptic sites, which in turn promotes LTD (Coultrap et al.,
2014; Woolfrey et al., 2018; Reyes-Garcia and Escobar, 2021). There-
fore, it is possible that CaMKII also contributes to the expression of IC-
LTD and the extinction of CTA. This contribution could explain why
our results show a decrease in both the magnitude of LTD and the
extinction kinetics of CTA instead of a complete block of both
phenomena.

In conclusion, the present results show that calcineurin inhibition
slows down the CTA-extinction and blocks the maintenance of IC-LTD in
vivo. These findings support the idea that calcineurin is a key molecular
player shared by extinction and LTD.
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