% UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE PSICOLOGIA

Induccion de potenciacion alargo plazo en la corteza
insular (IC) por estimulacion optogenética simultanea
de la amigdala basolateral (BLA) y del area ventral
tegmental (VTA).

TESIS

Que para obtener el titulo de

Licenciada en Psicologia

PRESENTA
Diana Laura Lopez Ibarra

DIRECTOR DE TESIS Dr. Luis Francisco Rodriguez Duran
REVISOR DE TESIS Dr. César Casasola Castro
SINODALES Dr. Hugo Sanchez Castillo

Dra. Zeidy Vanessa Muioz Torres

Dr. Oscar Prospero Garcia

Ciudad Universitaria, CDMX 2023
® Facultad
de Plicologia



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Neurobiologia del Aprendizaje y
Memoria a cargo del Dr. Federico Bermudez Rattoni en el departamento de
Neurociencia Cognitiva de la Division de Neurociencias del Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM.

Este proyecto fue posible gracias a los financiamientos otorgados por el Consejo
Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia del programa Fondo Institucional del
CONAHCYT (FOINS 474), y del Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e
Innovacion Tecnologica (PAPIIT) otorgado por la UNAM (DGAPA-PAPIIT-UNAM
IN212919 y DGAPA-PAPIIT-UNAM IN213123).



Agradecimientos académicos

Al Dr. Luis Francisco Rodriguez Duran por su guia y apoyo en la realizacion de

este proyecto, asi como la paciencia durante todo el proceso.

Al Dr. Federico Bermudez Rattoni por abrirme las puertas a su laboratorio,

espacio que me encamino a encontrar mi pasion por la ciencia.

A mi revisor, Dr. César Casasola Castro, y mis sinodales, Dr. Hugo Sanchez
Castillo, Dra. Zeidy Vanessa Mufioz Torres y Dr. Oscar Prospero Garcia por sus

aportaciones para enriguecer este proyecto.

Al bioterio del IFC y a la Unidad de Microscopia por su invaluable apoyo en el
mantenimiento de los animales empleados para este proyecto y la captura de imagenes

en el microscopio confocal, respectivamente.



Agradecimientos Personales

A mis papas, Vero y Enrique, gracias por todo el amor y respaldo en todo lo que
he hecho en mi vida. Gracias por impulsarme a cumplir mis metas, por estar ahi cuando

he tropezado y por ser mi pilar. Este logro también es de ustedes. Los amo.

A mi hermanita Sam, por inspirarme a crecer y a luchar por mis suefios. Por todas
esas risas, distraccion y complicidad en todo momento. No puedo tener mejor

compariera de vida.

A mi tia Lupe, por siempre estar al pendiente de mi, por todos esos viajes y por
ser un ejemplo a seguir. A mi prima Alexa, por crecer junto conmigo y por las palabras

de aliento siempre. Gracias a las dos.

A mis abuelitos y especialmente a mi abuelita Nona, porque te tengo presente
en cada paso que doy y porque fuiste parte fundamental de todo esto, por todo el carifio

y amor brindado en todo el proceso.
Al gordito, Picket, que ha venido a iluminar mi vida con su ternura y carifio.

A Suri Salinas y Diana Pérez, por ser las mejores amigas que alguien podria
pedir, por todos estos afios de complicidad, por todas esas risas y experiencias qgue me

han hecho ser quien soy. Infinitas gracias por seguir aqui.

A mis amigos de la fac, Gabbs Terreros y Saul GAmez, por todas esas sesiones
de estudio, por acompafiarme en este camino de descubrimiento profesional, por todas

las fiestas y por su compainiia en la facultad. Los quiero.

A mi lab partner, Gaby Herrera, por acompafarme en todo este camino, por
haber estado ahi en los dias buenos y no tan buenos, por inspirarme a ser una mejor
cientifica y por la complicidad en el laboratorio. La ciencia necesita a mujeres como tu,

gracias.

A mis companferos del BL-201 del IFC, por contribuir con su experiencia y

ensefianzas a este trabajo y por sus comentarios que fortalecieron este proyecto.

A mis amigos del C-210 del IIB, especialmente a Vale, Jess, Vero y Kari, por

esta red de apoyo que me ha dado soporte en esta ultima fase del proyecto.

A todos los ratoncitos de la ciencia, si estamos aqui es por ustedes. Les

debemos mucho.



Contenido

ADTEVIALUTAS ....ciiiiiii e e e e et e eeaaas 7
RS UM BN ottt 8
1. ANTECEUEGNTES ..o 9
3 N o =T g Vo L=V [= I 0 1= 0 1o £ = SRR 9
D72 o P= 1S3 o o F= To IS g = o o= U 10
1.3. Potenciacion a largo plazo. ..........oooeuuuiiiii i 11
IS \F=1U o] g ToTo [U]F= Voo T o [= 0 F= U I 15
1.5. Adicciony el Circuito VTA-IC-BLA .....coo i 18
T @ o (oo [T 1= (o= SR 21
1.7. Optogenética y el estudio de la plasticidad sinaptica in vivo.............cccc..uueee.. 22
1.8. Conexiones funcionales en circuito VTA-IC-BLA .......c.coovriiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiinn 22
2. Planteamiento del problema..........cccooooiiiiiiii e, 26
2.1, ODJELVO QBNEIAL .. ..o 26
2.2. ODbjJetiVOS PArtiCUIAIES. .......uuuiii e e e e e e e e e e e e eeenannas 26
P2 T o 11 0] (= LSS 27
3. MetOdOlOgiaA. ... 27
0t I 1 = 1L 27
I €11 aTo] 1] 1o Tl [0 o ISP 28
3.3. INfusiON eStereotaxXiCa A€ VIFUS.......ccooeeiieeee e 29
3.4. Induccion de potenciacion de largo plazo optogenética (OLTP).........ccceeeeeeennn. 30
3.5. Analisis iINMUNONISTOQUIMICO .......ccooiiiie e 32
3.6.DiSeN0 eXPeriMmENtal ............uiiiiiiiii e 33

3.6.1. Estimulacién optogenética de las fibras provenientes de la BLA y del VTA en
L ettt e —— e e e e e e e e —— et ——taae e e e e ——————taaaae e e e a i rraaaaaes 33
3.6.2. Estimulacion optogenética de las fibras provenientes de laBLA en la IC. .. 33
3.6.3. Estimulacion optogenética de las fibras provenientes del VTAen laIC. ..... 34

3.7 ANALISIS StATISHICO. ... eeeee e e 36

4, RESUITAOOS oo 37



4.1. Proyecciones en la corteza insular provenientes de la amigdala basolateral y del
area ventral tegmental. ........oooooii oo 37
4.2. Efecto de la estimulacién optogenética simultdnea de las fibras provenientes del

VTAYIABLA BN IA IC. oot e e e et e e e e e e eeaanes 38
4.3. Efecto de la estimulacion optogenética de las fibras provenientes del VTA en la
L et e e e e e e e ———eeeee e e e e ——————teaaeeeeaaaa———rraaaaaeaaaaans 43
4.4. Efecto de la estimulacion optogenética de las fibras provenientes del BLA en la
U USSP PRPRRPR 38
D DISCUSION et e e e et e e e e e e e e eaaa e 47

5.1. La estimulacion de las fibras provenientes del VTA, asi como la fibras del BLA de
forma individual no inducen LTP en la IC...........uviiiiiiiiiicce e 48

5.2. Induccién de una LTP demorada en la IC por la estimulacion optogenética

simultdnea del VTA Y la BLA. ... e 52
5.3. La modulacion catecolaminérgica de la STDP como un mecanismo de induccion
[0 1= o ) N USSP 48
5.4. Posibles mecanismos moleculares involucrados en la induccion de oLTP en la IC
por la estimulacion simultdnea de VTA-BLA. ... 53
5.5. Implicaciones del modelo en el estudio de las memorias adictivas.................... 53
B.CONCIUSIONES ...t e e e eanas 55
A =] 51 0 L= £V Z= L P 57

8. RO BN CIAS .o e e e 58



Abreviaturas

AMPA

AMPCc
rAVvV

BA
Ca?*

CamKill

CE
crr
CPP

CREB

ChR2
ChETA

DA

DBH
DMS
E-LTP
eYFP
GABA
HFs
HR

K+

Acido y-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol

Monofosfato de adenosina ciclico

Vectores virales adenoasociados
recombinantes

Amigdala basolateral
Calcio

Proteina quinasa Il dependiente de
calcio / calmodulina

Nucleo de la amigdala central
Cloro

Condicionamiento de preferencia de
lugar

Proteina de union responsiva a AMPc

Proteina canal de rodopsina — 2

Canal de rodopsina-2 con una
mutacion E123T

Dopamina

Dopamina B — hidroxilasa

Estriado dorso medial

Potenciacién a largo plazo temprana
Proteina fluorescente amarilla

Acido aminobutirico

Estimulacion de alta frecuencia
Proteina halorodopsina

Corteza insular

Potasio

LA

L-dopa
L-LTP

LTP
MCP
Mg?*

MLP
Na*
NMDA

OLTP

mPFC
NA

oPSD

PPSEs
PKA
PKC
PNMT
SNC
STP
TH
VHIPP
VTA

Amigdala lateral

L-dihidroxifenilalamina

Potenciacién a largo plazo tardia

Potenciacion a largo plazo
Memoria a corto plazo

Magnesio

Memoria a largo plazo
Sodio

N-metil-D-aspartato

Potenciacién a largo plazo inducida
optogeneticamente

Corteza prefrontal medial

Noradrenalina

Despolarizacion postsinaptica
optogenética

Potenciales postsinapticos excitatorios
Proteina cinasa A

Proteina cinasa C

Enzima fentolamina N-metiltransferasa
Sistema Nervioso Central

Plasticidad sinaptica a corto plazo
Enzima tirosina hidroxilasa

Hipocampo ventral

Area ventral tegmental



Resumen

La potenciacién a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés), es una expresion de
plasticidad sinaptica que se ha consolidado como un modelo para el estudio de
mecanismos celulares y moleculares que subyacen al proceso de aprendizaje y
memoria y conductas asociadas a reforzamiento, como en el caso de las adicciones. La
adiccion se asocia a la desorganizacion del denominado circuito de recompensa
formado principalmente por las neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral
(VTA, por sus siglas en ingles) y sus conexiones con otras areas cerebrales, entre las
que se encuentran la corteza insular (IC, por sus siglas en ingles) y la amigdala
basolateral (BLA, por sus siglas en inglés). Estudios previos de nuestro grupo sugieren
gue estas proyecciones podrian estar involucradas en el mantenimiento de la memoria
contextual asociada a las adicciones. Se ha estudiado la plasticidad sinaptica desde un
enfoque de electrofisiologia convencional, sin embargo, esta aproximacion tiene varias
limitaciones metodoldgicas. Por lo tanto, el objetivo general de este proyecto fue explorar
la inducciéon de la LTP por medio de estimulacion optogenética en la IC mediante la
fotoestimulacion simultdnea de las fibras provenientes del VTA y la BLA. Los resultados
mostraron que la estimulacion optogenética simultdnea de las fibras provenientes del
VTA y la BLA induce una potenciacion a largo plazo de inicio lento en la IC. La
estimulacién optogenética solo de las fibras dopaminérgicas en la IC provenientes del
VTA no induce una LTP. De manera similar, la estimulacion solo de las fibras
glutamatérgicas en la IC provenientes de la BLA, no induce una LTP. En conclusion, los
resultados sugieren que la modulacién dopaminérgica de las fibras provenientes del VTA
en conjunto con la activacion de las fibras glutamatérgicas de la BLA son fundamentales
para la induccion de la LTP en la IC como un posible mecanismo celular que subyace el

mantenimiento de memorias adictivas.



1. Antecedentes

1.1. Aprendizaje y memoria

El aprendizaje se define como el proceso mediante el cual un organismo adquiere
nueva informacion del contexto en el que esta inmerso; por otro lado, la memoria se
define comunmente como el almacenamiento de la informacion aprendida (Bear,
Connors y Paradiso, 2020). Ambos procesos estan ampliamente relacionados y
permiten la adaptacion de los organismos a las demandas ambientales. Estos
procesos permiten al organismo la seleccion y el mejoramiento de ciertos repertorios

conductuales (Domjan, 2007).

La memoria comprende tres etapas para el procesamiento de informacién: la
adquisicién, consolidacion y recuperacion. Durante la adquisicion, el sistema nervioso
codifica los diversos estimulos sensoriales para su posterior almacenamiento. Durante
la fase de consolidacion, el trazo de memoria es gradualmente establecido mediante
la integracion de la nueva informacion en las redes preexistentes. Por ultimo, en la
etapa de recuperacion, el organismo accede a la memoria almacenada para evocarla
(Kandel, 2001).

La memoria también puede clasificarse en funcién del tipo de informacién que es
almacenada. La memoria declarativa se refiere al almacenamiento y recuperaciéon de
informacion relacionada con hechos, acontecimientos o estimulos especificos (Squire,
1992, 2004). Por otra parte, la memoria no declarativa se refiere al almacenamiento y
recuperacion de informacion relacionada con habilidades motoras, habitos, asi como
aprendizaje asociativo y no asociativo (Squire, 1992, 2004). La memoria ademas
puede clasificarse en funcién de su temporalidad (Figura 1). La memoria a corto plazo
(MCP) tiene una duracion en el rango de segundos a horas, mientras que la memoria
a largo plazo (MLP) puede durar desde dias hasta afios, incluso toda la vida (Bear et
al., 2020). Es importante destacar que para el almacén de memorias a largo plazo se
requieren procesos de reorganizacion persistentes dentro del sistema nervioso central
(SNC) (McGaugh, 2000).



Memoria a corto plazo
(segundos a horas)

e

Memoria a largo plazo
(horas a meses)

N\

Memoria de larga duracion
(meses a toda la vida)

Fuerza de la memoria

Tiempo

Figura 1. Esquema representativo de la clasificacion temporal de la memoria. En el
grafico se observa la representacion de MCP y MLP, donde se interpreta que la fuerza de la
memoaria varia en funcion del tiempo. Se representan las areas bajo las curvas como procesos
independientes y de forma paralela. La Ultima etapa corresponde a la memoria de larga
duracién (Modificado de McGaugh, 2000).

A nivel neuronal, la formacion de la memoria involucra cambios en la fuerza de
conexiones sinapticas entre neuronas, modulando la eficiencia sinaptica y
construyendo nuevos circuitos neuronales (McGaugh, 2000). En este contexto, la
adquisiciéon y consolidacion de la memoria requiere de modificaciones a nivel celular

y molecular, lo que se conoce como plasticidad sinaptica (Bear et al., 2020).

1.2. Plasticidad sinaptica

La plasticidad sinaptica se define como la capacidad del SN de ser objeto de
modificaciones estructurales y funcionales dependientes de la actividad neuronal (Citri
y Malenka, 2008). La plasticidad sinaptica, ademas, tiene un papel clave en el
desarrollo temprano de los circuitos neuronales (Khundrakpam et al., 2013) y la
evidencia creciente indica que el deterioro de la plasticidad sinaptica podria contribuir
a deterioros cognitivos (Bliss, Collingridge y Morris, 2014). Por lo tanto, para entender
el funcionamiento del SN es fundamental comprender los mecanismos que subyacen

a la plasticidad sinaptica en diferentes zonas del SN (Citri y Malenka, 2008).
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Los cambios en la eficiencia sinaptica pueden abarcar distintos dominios
temporales que pueden ir desde el orden de milisegundos hasta meses e incluso afos
(Citri y Malenka, 2008). La plasticidad sinptica a corto plazo (STP, por sus siglas en
inglés) puede durar desde milisegundos y hasta varios minutos. Este tipo de
plasticidad tiene un papel importante en la adaptaciéon de entradas sensoriales y
cambios transitorios en la conducta del organismo (Zucker y Regehr, 2002). Por otro
lado, la plasticidad a largo plazo puede durar meses e incluso afios, y esta relacionada
con la formacién de trazos de memoria de larga duracion (Sweatt, 2016).

En este contexto, las expresiones de plasticidad a corto y a largo plazo estan
relacionadas con diferentes mecanismos celulares y moleculares que constituyen
procesos de incorporacion de nueva informacion a circuitos prexistentes como ocurre
en los procesos de aprendizaje y memoria (Citri y Malenka, 2008; Sweatt, 2016). Para
su estudio, se han desarrollado modelos experimentales que nos permiten abordar los

mecanismos implicados en la plasticidad sinaptica.

1.3. Potenciacién alargo plazo.

Los cambios en la fuerza de las conexiones sinapticas, fue propuesto por
Ramén y Cajal ya casi un siglo atras (Ramén y Cajal, 1894). Cerca de 50 afios
después, en el tratado “La organizacion del comportamiento” (Hebb,1949), Donald
Hebb propone que la coincidencia entre la actividad pre y postsinaptica induce cambio
en la fuerza sindptica, a través de diferentes mecanismos celulares y moleculares
(Nicoll, 2017). Hebb postula que, si una célula A excita de forma repetida y persistente

a una célula B, la eficiencia de la conexién se incrementara (Hebb, 1949).

La propuesta de Hebb obtuvo su evidencia experimental con el descubrimiento
de la potenciacion a largo plazo por Bliss y Lemo en 1973, mostrando que la
estimulacion de alta frecuencia (100 Hz) produce cambios en la eficiencia sinaptica
(Bliss y Lemo, 1973). La LTP es definida como el incremento prolongado de la
eficiencia sinaptica como consecuencia de un patron de estimulacion inducido en
fibras aferentes localizadas en una region del sistema nervioso (Bear et al., 2020) y
ha sido considerada como un modelo celular que subyace al almacenamiento de
informacion en el SN (Nicoll y Roche, 2008). Este fendbmeno produce un incremento
rapido y sostenido en la fuerza de las conexiones sinapticas que pueden persistir por

varias horas, dias e incluso meses (Abraham et al., 2002; Baltaci et al., 2019; Bliss &
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Gardner-Medwin, 1973). La LTP es una expresion de plasticidad que puede
producirse de forma natural por la experiencia sensorial (Cohen et al., 2011; Cooke y
Bear, 2010), la maduracion de las conexiones en las primeras etapas del desarrollo
(Meister et al., 1991) o el aprendizaje de tareas conductuales (Rioult-Pedotti et al.,
1998; Whitlock et al., 2006).

La LTP, exhibe 3 propiedades fundamentales: cooperatividad, asociatividad y
especificidad (Figura 2) (Hao, Yang y Lei, 2018). La cooperatividad se refiere a que la
induccién de LTP requiere de la activacion coincidente de un numero significativo de
sinapsis, es decir, se presentaran alteraciones plasticas s6lo cuando hay una
activacion simultanea de fibras presinapticas (Citri y Malenka, 2008; Hao et al., 2018).
La asociatividad se refiere a que la LTP puede ser inducida en sinapsis que son
activadas por estimulos débiles cuando su activacion coincide de forma temporal con
un estimulo capaz de inducir LTP en otro conjunto de sinapsis (Citri y Malenka, 2008;
Hao et al., 2018). La especificidad se refiere a que solo las fibras que fueron

estimuladas son modificadas (Citri y Malenka, 2008; Hao et al., 2018).

i, Entrada inactiva
ﬂ Entrada activa debil
—‘ Entrada activa fuerte

Transmision sinaptica normal Cooperatividad Asociatividad Ezpecificidad
7 -\‘ 7
\L| —a= |  —a |, —a>
A Al | e ﬂ"\. B ) A I
<] i <] = . = 41P=3Ld
iRt A A o
41p == D= —llLA ﬂ’ LT

Figura 2. Propiedades generales de LTP: Cooperatividad, asociatividad y
especificidad. Se observa de forma esquematica las propiedades caracteristicas de LTP. Se
puede observar en rojo la representacion de entradas sinapticas fuertes, en color rosa las
entradas débiles y en beige entradas inactivas. Los diferentes arreglos e interaccion entre
estas entradas sinapticas son fundamentales para la induccion de la LTP (Modificado de
Kandel, 2013).

La LTP se puede dividir por su temporalidad en dos fases: Cuando la
potenciacion dura de 1 a 3 horas aproximadamente, se le denomina LTP temprana (E-

LTP por sus siglas en inglés), y se ha reportado que para esta fase no se requiere
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sintesis de proteinas (Baltaci et al., 2018). Por otro lado, si la actividad neuronal
excede un umbral determinado, se inicia una serie de mecanismos moleculares que
fortaleceran las sinapsis implicadas por una duracién mayor a 3 horas. Este proceso
es dependiente de la sintesis de proteinas y es denominada como LTP tardia (L-LTP)
(Baltaci et al., 2018; Kandel, 2001). Se describirdn brevemente parte de sus

mecanismos implicados en la siguiente seccion.
Mecanismos moleculares de la potenciacién a largo plazo

Inicialmente el fendmeno de la LTP fue descrito en el hipocampo (Bliss y
Gardner-Medwin, 1973) (Figura 3). Sin embargo, se ha reportado la expresién de LTP
en diferentes areas del SN, incluyendo la amigdala (Rogan, Staubli y LeDoux, 1997)
y diversas zonas de la neocorteza cerebral, incluyendo la corteza insular (Feldman,
2009).

200 | .
W

150 A

100 { ases

50 -

Pendiente de los PPSEs (%)

0 10 20 30 40 50

Tiempo (min)

Figura 3. Ejemplo de LTP en las colaterales de Shaffer en el hipocampo. En la
gréfica de la izquierda se representa el porcentaje de las pendientes de los PPSEs en funcién
del tiempo. Al interior de la grafica se muestran los trazos representativos tomados durante la
linea basal (1) y después de aplicar trenes de estimulacion de alta frecuencia (2). En la figura
de la derecha, se observa la preparacion empleada para el registro y estimulacion en la via
descrita (SC: colaterales de Schaffer; MF: fibras musgosas; DG: giro dentado; CA1l: region 1

del hipocampo; CA3: region 3 del hipocampo; Modificado de Citri y Malenka, 2008).

La induccion y mantenimiento de la LTP requiere de una cadena de eventos
moleculares al interior de la célula y parte de dichos mecanismos seran descritos

brevemente a continuacién. En la fase temprana de la LTP, la coactivacion de las
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células pre- y postsinapticas promueven la liberacion de glutamato en la neurona
presinaptica que provoca la apertura de los receptores AMPA (acido y-amino-3-
hidroxi-5-metil-4isoxazol propionico), permitiendo la entrada de iones de Na' y
despolarizando la membrana postsinaptica (Figura 4a) (Lamprecht y LeDoux, 2004).
Por otro lado, el receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) es un canal ionotropico que
permite el influjo de Ca?*, fundamental para la induccién de LTP (Volianskis et al.,
2015). El receptor NMDA tiene un sitio de unién al glutamato. Sin embargo, en
ausencia de actividad, el canal se encuentra bloqueado por iones Mg?* (Mayer,
Westbrook, y Guthrie, 1984). Debido a esto, es necesario el desbloqueo del canal por
medio de dos eventos: la union del glutamato y la despolarizacion de la membrana
postsinaptica (Figura 4b) (Citri y Malenka, 2008). El ingreso de Ca?* a través de los
receptores NMDA activa, entre otros mecanismos, a enzimas dependientes de calcio,
como la proteina cinasa C (PKC) y la proteina quinasa Il dependiente de calcio /
calmodulina (CamKIl) (Figura 4c), que a su vez regulan a otras proteinas (Figura 4d)

(Lisman, Yasuda y Raghavachari, 2012).

a Milisegundos b segundos C Minutos d Horas

= = __\A-_@J__, —
Mg ° »Mg24°
ﬁ%“r ) ‘\/:;‘AAV\?},:W“ 6:;- \: @% % Y Cnoesquelet 0/ ﬁm\-’lp ﬂ)Yf ﬁ'%y/
\\ Naz2+ / \,\7 _Ca?' :4,77. / / \\ /
Postsinapsis \\ 7 / /
| \\ / /
SPAP / Proteinas
7
y NS
/ NN /// \ ,,I i_.’ 7 \\\/// \ \ @ J

\\\ s ] 7.’::;/’

\ MDAR J_U AMPAR ‘ ."-..' »C( oa ? Glutamato OFac’[ordetranscrlpcién

Figura 4. Mecanismos moleculares de la iniciaciobn y mantenimiento de
plasticidad sinptica en escala temporal. La activacion de la pre- y postsinapsis
desencadena varios eventos moleculares que van desde el orden de milisegundos hasta
horas. Estos mecanismos contribuyen a la induccion y mantenimiento de la LTP (Modificado
de Lamprecht y LeDoux, 2004).
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En la fase tardia de la LTP, debido a la entrada masiva de Ca?* y la actividad
de neuromoduladores como las catecolaminas, se induce el reclutamiento de la
enzima adenilato ciclasa que a su vez sintetiza monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) que activa a la proteina cinasa A (PKA). La activacion de PKA, favorece la
fosforilacion de diversos sustratos que incluyen subunidades de receptores a
glutamato como el receptor AMPA (Lombroso y Ogren, 2009). La activacion de PKA
también promueve la translocacién de una de sus subunidades cataliticas al interior
del nucleo. Al introducirse al nucleo, activa a factores de transcripcion como la proteina
de union responsiva a AMPc (CREB) que interviene en la modulacion de genes
implicados en el mantenimiento de la plasticidad sinaptica y el crecimiento de nuevas
conexiones sinapticas (Meinkoth et al., 1993). Si bien las evidencias indican que la
induccién de la LTP es de naturaleza glutamatérgica (Lamprecht y LeDoux, 2004;
Volianskis et al., 2015), los sistemas de neuromodulacion son fundamentales para el
fortalecimiento de conexiones sinapticas (Bailey, Giustetto, Huang, Hawkins, y Kandel,
2000).

1.4. Neuromodulacién de la LTP

Como se menciono en lineas anteriores, la LTP es susceptible a ser modulada
por la liberacion de ciertos neurotransmisores (Johansen et al., 2014) como las
catecolaminas, las cuales se conoce que estan involucrados en los mecanismos de
plasticidad sinaptica (Liu et al., 2017; Seol et al., 2007; Xu y Yao, 2010).

Las catecolaminas son compuestos organicos derivados del grupo catecol que
poseen una cadena lateral etil o etanolamina (Fuller, 1983). El aminoé&cido L-tirosina
es el precursor de las tres catecolaminas que son la dopamina (DA), la noradrenalina
(NA) y la adrenalina (A) (Bear et al., 2020). El primer paso en la sintesis de
catecolaminas es catalizado por la tirosina hidroxilasa (TH) para sintetizar un
compuesto denominado L-dopa (L-dihidroxifenilalamina). La enzima L-Dopa es
descarboxilada por la enzima dopa descarboxilasa para la sintesis de dopamina. La
tercera enzima en esta secuencia es la dopamina 8 — hidroxilasa (DBH) que convierte
la dopamina a norepinefrina. La DBH esta localizada en el interior de vesiculas
sinapticas, es decir, en las terminales axdnicas noradrenérgicas, por lo que DA es
transportada del citosol a las vesicular sinapticas y ahi es transformado a NA (Bear et

al., 2020). Finalmente, las neuronas adrenérgicas contienen la enzima fentolamina N-
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metiltransferasa (PNMT), que sintetiza la NA en A (Figura 5) (Kandel, 2013). Las
catecolaminas como la DA, la NA y la A interaccionan en el espacio sinaptico con los
receptores presentes en la pre- y postsinapsis desencadenando una respuesta celular
dependiente de AMP ciclico (Otani et al., 2015).

Los sistemas catecolaminérgicos se encuentran distribuidos a lo largo de
diversas regiones cerebrales (Fuller, 1983). En particular, se presentan fibras
dopaminérgicas en los sistemas nigroestriatal, mesolimbico, mesocortical y
tuberoinfundibular (Lisman, 1999). Se ha reportado que la DA participa en la induccién
de LTP y la formacion de la memoria (Berke, 2018). En modelos in vivo, la
administracion de antagonistas de los receptores D1/D5, afectan el mantenimiento de
la memoria de animales jovenes y viejos, mientras que, la administracion de agonistas
de los receptores D1/D5 mejora la memoria en tareas dependientes de hipocampo
(Hersi, Rowe, Gaudreau y Quirion, 1995). Esto es debido a que estos receptores estan
acoplados proteinas Gs que a su vez provocan la activacion de la enzima adenilato
ciclasa que sintetiza el AMPc a partir de adenosina de trifosfato (ATP) fomentando asi
la sintesis de proteinas relevante en la modulacion de LTP (Greengard, 2001).
Adicionalmente, otros estudios indican que la aplicacion de antagonistas de DA en el
hipocampo, bloquean la fase tardia de la LTP (Frey et al., 1993; Huang y Kandel,
1995), impidiendo la sintesis de proteinas necesarias para su persistencia (Frey et al.,
1993). Estos hallazgos muestran que las proyecciones de neuronas
catecolaminérgicas son importantes para la estabilizacién de la fase tardia de la LTP
y son relevantes para la modulacién de la memoria (Castellano, Cestari, Cabib y
Puglisi-Allegra, 1991; Gold y van Buskirk, 1978).
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Figura 5. Sintesis de catecolaminas a partir de la tirosina. Se sefialan las enzimas
implicadas en las reacciones de la via de sintesis de L-dopa. En negritas, estan sefaladas las
catecolaminas sintetizadas. Ademas, se representa la estructura ciclica de las moléculas
(Modificado de Bear, 2020).

En sintesis, la LTP es susceptible a ser modulada por neurotransmisores
catecolaminérgicos como la DA (Martin et al.,, 2000). La LTP ayuda a explicar la
formacion, estabilizacion y mantenimiento de conexiones en circuitos involucrados con
procesos de aprendizaje y memoria, asi como conductas asociadas a reforzamiento

y recompensa, como en el caso de las adicciones (Kauer y Malenka, 2007).
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1.5. Adiccién y el circuito VTA-IC-BLA

La adiccion se define como un trastorno cronico y recurrente caracterizado por la
busqueda y el uso compulsivo de drogas a pesar de las consecuencias adversas
(National Institute on Drug Abuse (NIDA, 2020). Las adicciones son un problema de
salud publica de alta relevancia a nivel mundial, es por ello, que surge la necesidad

de entender sus mecanismos neurobioldgicos (Ali et al., 2011).

La evidencia creciente en el campo de la neurobiologia de las adicciones
reporta que esta enfermedad esta asociadas a la desorganizacion del denominado
circuito de recompensa (Russo y Nestler, 2013). El circuito de recompensa esta
formado principalmente por proyecciones dopaminérgicas que proyectan desde el
area ventral tegmental (VTA), al nicleo accumbens (NAc) y a otras estructuras como
la corteza prefrontal medial, la amigdala basolateral (BLA) o la corteza insular (IC)
(Figura 6).

La IC es una region ubicada en la neocorteza en el [6bulo temporal, compuesta
por 3 regiones: la zona granular dorsal, la zona disgranular medial y la zona agranular
ventral (Bermudez-Rattoni, 2014). Durante mucho tiempo se ha estudiado que la IC
esta implicada en diferentes tipos de memoria como la memoria gustativa (Escobar y
Bermudez-Rattoni, 2000), la representacion de la asignacion del valor motivacional de
una recompensa (Droutman, Read y Bechara, 2015) y el mantenimiento del
aprendizaje de asociaciones apetitivas (Nasser, Lafferty, Lesser, Bacharach y Calu,
2017). Ademas, se han reportado evidencias que indican la participacién de la IC en
la adiccion a sustancias (Contreras et al., 2012; Naqvi et al., 2007; Pushparaj y Le Foll,
2015). En un estudio clinico se observo la interrupcion del habito de fumar en
fumadores crénicos después de presentar dafio en la IC anterior como resultado de
un accidente cerebrovascular (Naqvi, Rudrauf, Damasio, y Bechara, 2007).
Adicionalmente, los participantes del estudio no mostraron recaidas. Estos resultados,
fueron ademas corroborados en estudios con roedores administrando sustancias
adictivas como la nicotina (Contreras et al., 2012) y el alcohol (Pushparaj y Le Foll,
2015).

Por otra parte, investigaciones previas de nuestro grupo de investigacion

sugieren gue la participacion de la IC en conductas asociadas a recompensas esta
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relacionada con sus conexiones con la BLA y el VTA (Gil-Lievana et al., 2020). Se ha
reportado que la estimulacion eléctrica de alta frecuencia (100 Hz) (HFS) en la BLA
induce LTP en la IC (ver Figura 7), lo cual sugiere una conexién funcional entre las
dos areas y que esta conexion es susceptible a cambios plasticos (Escobar, 2000).

La BLA es vital para codificar la saliencia y valencia de estimulos (Uwano,
Nishijo, Ono y Tamura, 1995). Asimismo, se ha propuesto como una estructura clave
en la conducta de busqueda de recompensas (Ambroggi, Ishikawa, Fields y Nicola,
2008). Esta zona esta compuesta principalmente por células glutamatérgicas e
interneuronas gabaérgicas (Janak y Tye, 2015). Se ha descrito que ademas recibe
informacion del nucleo lateral de la amigdala y manda proyecciones al nucleo central
(Janak y Tye, 2015) y también a zonas corticales, incluida la corteza insular (Miranda
y McGaugh, 2004).

Como mencionamos, otra estructura que tiene importantes conexiones con la
IC es el VTA, un grupo de neuronas adyacente a la sustancia negra que es
considerado el origen del sistema modulador dopaminérgico (Lammel, Lim y Malenka,
2014). El VTA es una zona compuesta principalmente de neuronas dopaminérgicas
(60% a 65%), neuronas gabaérgicas (30% a 35%) y una proporcion pequefia de
neuronas glutamatérgicas (2% a 3%) (Cooper, Robison, y Mazei-Robison, 2017).
Ademas, se ha reportado que el VTA recibe proyecciones de neuronas
noradrenérgicas provenientes de zonas periféricas que reciben informacién visceral
relacionada con el mantenimiento de la adiccién (Mejias-Aponte, 2016).
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Figura 6. Esquema representativo de las vias neurales implicadas en el circuito

de recompensa. En morado, se observan las vias dopaminérgicas provenientes del VTA al
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ndcleo accumbens, a la mPFC y a otras estructuras del cerebro anterior. En azul estan
representadas las aferencias gabaérgicas provenientes del tallo cerebral y en gris estan

representadas las vias glutamatérgicas (Modificado de Kandel et al., 2013).

Con respecto a la conexién entre el VTA y la IC, estudios previos indican que
la IC tiene una alta densidad de fibras dopaminérgicas provenientes del VTA que son
independientes de las fibras que proyectan a la corteza prefrontal medial (mPFC)
(Ohara et al., 2003). Por otra parte, a través de marcaje de la proteina fluorescente
amarilla (eYFP) en las neuronas del VTA y sus proyecciones hacia la IC, se observa
que eYFP colocaliza con las terminales tirosina hidroxilasa (TH+) provenientes del
VTA en la IC (Gil-Lievana et al., 2020) mostrando que hay una conexién importante

entre estas areas.
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Figura 7. Induccién de LTP en la IC por medio de estimulacién de alta frecuencia
en la BLA. a) Esquema de la implantacion de los electrodos de estimulacion y registro en la
BLA Yy la IC, respectivamente. b) Esquema representativo del registro electrofisiolégico. En la
parte superior se observa el grupo control SHAM donde la estimulacion eléctrica no induce
LTP. En la figura inferior, se observa el incremento en el porcentaje de las pendientes de los

PPSEs que indican la induccion de LTP (Modificado de Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000).

Entender la funcién cerebral a partir de la actividad de los circuitos neuronales,
como el que se describidé en lineas anteriores, requiere herramientas que puedan
manipular selectivamente la actividad de tipos especificos de células y esto ha sido

posible gracias a los recientes avances en tecnologias genéticas y opticas (Xie,
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Jackson y MacDonald, 2013). El desarrollo de la optogenética en el estudio de la LTP

permite tener una seleccidon mas precisa y controlada de los circuitos.

1.6. Optogenética

La optogenética, como su nombre lo indica, es una técnica que integra a la
Optica y la genética lo que permite marcar células especificas de algun tejido vivo y
estas pueden ser activadas por luz a ciertas frecuencias (Yizhar, Fenno, Davidson,
Mogri y Deisseroth, 2011). En esta técnica, la actividad eléctrica neuronal es
controlada por medio de la expresion de una opsina microbial, una proteina de
membrana sensible a la luz (Boyden, Zhang, Bamberg, Nagel y Deisseroth, 2005). La
selectividad y especificidad alcanzada por la optogenética es fundamental para la
caracterizacion de circuitos neurales (Barnett, Perry, Dalrymple-Alford y Parr-Brownlie,
2018). Los genes que codifican a proteinas sensibles a la luz pueden administrarse a
las células de interés, mediante transfeccion, traduccion viral o la creacion de animales

transgénicos (Yizhar et al., 2011).

El desarrollo de esta técnica ha llevado a la creacién de opsinas con diferentes
efectos en la actividad neural. Principalmente se ha utilizado la proteina canal de
rodopsina - 2 (ChR2) que al ser fotoestimulada en las neuronas induce la
despolarizaciéon de las células debido a su estructura como canal selectivo de cationes
a Na* K*, Ca?*y H*. En contraparte, la estimulacion de la proteina halorodopsina (HR)
induce hiperpolarizacion por la entrada de aniones como ClI- (Xie et al., 2013). De este
modo, cuando estas opsinas se expresan en la membrana neuronal, pueden ser
activadas por una serie de pulsos electromagnéticos en el espectro visible,
desencadenando la generacion de impulsos eléctricos o potenciales de accion
(Boyden et al., 2005, Gradinaru et al., 2007).

Los avances metodologicos en las neurociencias han permitido el estudio
funcional de circuitos neuronales con especificidad, precision temporal y selectividad
celular que, hasta hace unos afos, no ofrecian las técnicas tradicionales como la
electrofisiologia y la farmacologia. La optogenética combinada con el registro eléctrico
se ha convertido en una poderosa herramienta para investigar las relaciones causales

entre la actividad y la funcion del circuito neuronal (Zou et al., 2021).
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1.7. Optogenéticay el estudio de la plasticidad sinaptica in vivo

Debido a sus ventajas en el control preciso y especifico de poblaciones
neuronales, la optogenética, se ha utilizado en el estudio de la plasticidad sinaptica en
el cerebro in vitro e in vivo (Adamantidis et al., 2011; Glasgow et al., 2019; Xie et al.,
2013). Se ha reportado que la induccién optogenética de LTP a través de la activacion
de canales de rodopsina modificados genéticamente son mas eficientes para
responder a altas frecuencias (Bulin et al., 2020; Gunaydin et al., 2010). También
mediante la coactivacién de manera repetitiva las neuronas pre y postsinapticas (Ma
et al., 2018). El uso de canales de rodopsina modificados para la induccion de LTP se
observé en un estudio realizado por Bulin y cols. en 2020, donde se llevé a cabo un
protocolo para inducir una LTP en la mPFC con estimulacién optogenética. Para estos
experimentos, fue utilizada una variante del canal de rodopsina-2 con una mutacion
E123T (ChETA). Esto debido a que su cinética es mas rapida y puede ser activada
por frecuencias de estimulaciébn mas altas, lo que permite una estimulacion mas
eficiente para la induccién de LTP por estimulacion optogenética (oLTP) (Gunaydin et
al., 2010). La estimulacion optogenética de las fibras aferentes del tAlamo medial
dorsal produjo un incremento en las respuestas evocadas en la mPFC (Bulin, Hohl,
Paredes, Silva y Morilak, 2020).

Por otro lado, la coactivacion simultdnea pre y postsinaptica para la induccion
de LTP optogenética se observd en otro estudio realizado por Ma y cols. en 2018,
donde se llevo a cabo la induccion de una LTP in vivo por medio de la estimulacion
simultanea pre y postsinaptica. En este experimento, se expreso la proteina canal de
rodopsina para estimular tanto las fibras corticales provenientes de la corteza
prefrontal medial (MPFC) como los somas del estriado dorso medial (DMS) de manera
simultanea. La estimulacion optogenética de alta frecuencia (oHFS) en la mPFC en
conjunto con la despolarizacién postsinaptica optogenética (0PSD) en neuronas del
DMS induce una LTP robusta (ver Figura 8). En contraste, la oHFS de las fibras
corticoestriatales o la oPSD por si solas, no inducen LTP. Adicionalmente, esta
estimulacion simultanea incremento la respuesta de autoadministracion de alcohol en
roedores (Ma et al., 2018), mostrando que la LTP de la proyeccion mPFC-DMS es
importante para la adiccion al alcohol. Este estudio marca un antecedente directo de

la estimulacion simultdnea por medio de la optogenética para la induccion de LTP en

22



circuitos implicados en el mantenimiento de conductas de busqueda asociadas a

adicciones.
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Figura 8. La oPSD facilita la induccion de LTP en el DMS. a) Esquema
representativo de la estimulacion pre y postsinaptica en la sinapsis corticoestriatales del DMS
mediante el uso de los canales Chronos (en mPFC) y Chrimson (en DMS). b) Imégenes
obtenidas de inmunofluorescencia donde se observan en verde las fibras de mPFC y en rojo
las neuronas del DMS para comprobar su conectividad. ¢) La estimulacion conjunta de la
OHFS y oPSD induce una LTP en el DMS. Por otro lado, la oHFS no genera cambios. d) La
oPSD no induce la LTP (Modificado de Ma et al., 2018).

1.8. Conexiones funcionales en el circuito VTA-BLA-IC

Experimentos previos de nuestro grupo, sugieren que la interconexién de VTA-
BLA-IC podria estar involucrada en el mantenimiento de memorias adictivas. Para

caracterizar la relacion funcional entre el VTA y la IC, en el estudio de Gil y cols. en
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2020, se llevo a cabo un protocolo de microdialisis para determinar la concentracion
extracelular de DA, NA, glutamato y acido gamma- aminobutirico (GABA) en la IC en
ratones en libre movimiento durante la fotoactivacion de las neuronas TH+ en el VTA.
Los resultados muestran que durante la fotoactivacion hay un incremento en la
concentracion de dopamina (ver Figura 9). Este resultado indica que hay una relacion

funcional entre el IC y el VTA.
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Figura 9. La fotoactivacion de TH+ en el VTA induce la liberacion de dopamina
en la IC. a) Esquema representativo de la foto estimulacion en el VTA y la toma de muestras
por micro dialisis en la IC. b) Concentracion extracelular de los neurotransmisores
comparados con la linea base antes, durante y después de la fotoactivacion en el VTA. Se
observa el incremento de la concentracion de DA durante la estimulacién en VTA en los

ratones que fueron infectados con ChR2 (Modificado de Gil-Lievana et al., 2020).

De manera interesante, también existe una relacion funcional de la proyeccién
BLA-IC en la formaciéon de las memorias adictivas. Mediante un protocolo de
condicionamiento de preferencia de lugar (CPP), tarea que consiste en la asociacion
de estimulos recompensantes con pistas contextuales (Akins, Eaton y Bolin, 2017), se
observd que la fotoinhibiciéon de las proyecciones de la BLA hacia la IC promovieron

una extincion acelerada del CPP (ver Figura 10). Estos resultados marcan el
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antecedente directo de la participacion anatomica y funcional de estas estructuras en

el mantenimiento de una memoria adictiva.

a ChR2 *

£ ; Dia 1 D.a4-5/‘ Dia5 /¢ Dia68 Dia9 /*  Dia10-16

- o | gy e <l v < 6 s G a6 e
e Y amvdesse e 74 % 2. 74N
p N o - » . - > s - - , - | S— — -~ - - »
Pre-cond Cond 1-3 Post-cond Ext 1-3 RI Post-RI
and Ext 1-6-RI

b

8

(%)

c

Q

|

@

T

| 9

o

@

o

[ 1]

Q

he)

£

o R o 5 ~ 4 5 X R Lt s'Q; W & =
&y s ¢ & PP F &
Q

Figura 10. La fotoinhibicion de las fibras provenientes del BLA ala IC acelera la
extincion del CPP. a) A la izquierda se muestra un diagrama representativo de la foto
estimulacion en el VTA y la fotoinhibicion de las fibras provenientes de la BLA en la IC. A la
derecha se muestra un diagrama del protocolo conductual. La barra azul representa la foto
activacion en el VTA y la barra verde representa la fotoinhibicion de las fibras de la BLA a la
IC. b) La fotoinhibicion de las fibras durante el post-condicionamiento, acelera la extincion de

la conducta (Modificado de Gil-Lievana et al., 2020).

Los antecedentes presentados en este proyecto sugieren que la conexién
funcional del VTAy la BLA con la IC es relevante para el mantenimiento de memorias
adictivas, sin embargo, los mecanismos plasticos implicados en este proceso
conductual quedan por ser determinados. El uso conjunto de la estimulacién
optogenética y la electrofisiologia nos permitird observar los cambios en la eficiencia
sinaptica en respuesta a la estimulacion optogenética en tiempo real y extender
nuestro entendimiento sobre la maquinaria celular y molecular que subyace estos

procesos.
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2. Planteamiento del problema

La propuesta de este proyecto forma parte de una investigacion que busca
dilucidar los mecanismos celulares y moleculares de la circuiteria VTA-BLA-IC en la
formacion y mantenimiento de las memorias asociadas a conductas adictivas

dependientes del contexto.

La LTP es una forma de plasticidad sinaptica dependiente de la actividad neural
que resulta en el incremento de la fuerza de transmision sinaptica. No obstante, las
técnicas convencionales para la induccién de LTP tienen diversas limitaciones como
la falta de control selectivo de poblaciones neuronales y sus proyecciones. Por ello,
en este proyecto proponemos un protocolo para la induccion de LTP combinando la
estimulacion de fibras dopaminérgicas provenientes del VTA vy fibras
catecolaminérgicas provenientes de la BLA. Con este modelo conoceremos la
interaccion entre el circuito VTA — IC — BLA durante la induccion de plasticidad

sinaptica.

Ademas, la induccion de plasticidad neuronal por medio de la estimulacién
optogenética nos brinda un acercamiento a entender fendmenos plasticos asociados
a la persistencia de memorias asociadas a conductas adictivas mediante la precision
y mejora de los modelos tradicionales del estudio de la plasticidad sinaptica ademas

de dar un antecedente para su estudio en tiempo real en paradigmas conductuales.

2.1. Objetivo general

Inducir una LTP en la corteza insular a través de la fotoestimulacién
optogenética simultanea y por separado de las fibras provenientes del VTA y de la
BLA.

2.2. Objetivos particulares
- Inducir una LTP en la corteza insular por medio de estimulacién optogenética
simultdnea de las fibras provenientes del VTA y la BLA.
- Explorar la induccion de la LTP en la corteza insular por medio de estimulacion
optogenética de las fibras provenientes del VTA.
- Explorar la induccion de la LTP en la corteza insular por medio de la

estimulacién optogenética de las fibras provenientes de BLA.
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2.3. Hipotesis
- La estimulacion optogenética simultanea de terminales provenientes de VTAy BLA

inducir& plasticidad sinaptica en la IC.

- La estimulacion optogenética de las fibras provenientes de VTA no induciran

plasticidad sinaptica en la IC.

- La estimulacion optogenética de las fibras provenientes de BLA no induciran

plasticidad sinaptica en la IC.

3. Metodologia

3.1. Animales
Se utilizaron ratones transgénicos jovenes TH-Cre (Tirosina hidroxilasa, FI12
line) entre 3 — 4 meses. Los ratones transgénicos de la cepa TH-Cre

(https://www.jax.org/strain/008601) tienen un promotor de tirosina hidroxilasa que

dirige la expresion de la recombinasa Cre en las células catecolaminérgicas. Los
animales fueron alojados en cajas individuales en cajas de acrilico con ciclos
controlados 12h luz / 12h oscuridad, las manipulaciones fueron llevadas a cabo
durante el periodo de luz, temperatura entre 22° a 24° y acceso a comida y agua ad

libitum dentro del vivarium del Instituto de Fisiologia Celular.

El protocolo de esta tesis se desarroll6 de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y fue aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del IFC (CICUAL, nimero FBR 30-14). En
total, fueron empleados 32 animales. Para los grupos en donde se llevd a cabo
estimulacién optogenética en el VTA, se emplearon animales TH-Cre, que en total
fueron 21 animales distribuidos en 4 grupos. Para los grupos en donde solo se
estimuld optogeneticamente el BLA, se emplearon animales WT, que en total fueron
11 animales distribuidos en 2 grupos (véase figura 11). La distribucion de los grupos

sera descrita en el disefio experimental.
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|
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TH-Cre (n=21) WT (h=11)

Figura 11. Distribucion de animales empleados en los experimentos. TH-Cre: Ratones
transgénicos que expresan TH bajo la expresion de Cre recombinasa. WT: Ratones silvestres
de tipo B6129F2.

3.2. Genotipificacién

La genotipificacion es un proceso utilizado en la biologia molecular para la
determinacién de variantes genéticas que posee un organismo. Determina diferencias
en una secuencia de ADN especifica que puede utilizarse como marcadores para
identificar genes relevantes para un rasgo particular (Rowan, Seymour, Chae,
Lundberg, y Weigel, 2017) . Uno de los protocolos mas empleados es el uso de una
reaccion en cadena de la polimerasa de punto final (PCR, por sus siglas en ingles),
que es una reaccion enzimatica que amplifica millones de veces una secuencia
especifica de ADN durante varios ciclos en los que las secuencia es copiada de forma

fiel (Dios, Ibarra y Velasquillo, 2013).

Para asegurar que los ratones a utilizar fueran TH-Cre, se utilizé el método Hot
SHOT para la extraccién de ADN. El método consiste en lisar 1 mm de cola del raton
con una solucién alcalina (NaOH 25mM, disodio EDTA 0.2 mM) a temperatura de 95°
C por una hora para posteriormente neutralizarlo con un buffer (Tris-HCI 1M, pH 7.5)
y finalmente se somete a centrifugacion a 2500 rpm por 2 minutos, donde se recupera
el sobrenadante que contiene el ADN.

Después de la extraccion de ADN, se llevo a cabo una PCR para la
amplificacion de la secuencia especifica de ADN. Las secuencias de oligobmeros
utilizados para el PCR son Cre reverso 5 GGTTTCCCGCAGAACCTGAA y Cre hacia
adelante 5AGCCTGTTTTGCACGTTCACC. Una vez obtenidos los productos de la
PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio para

determinar el genotipo de los ratones a través de los productos observados en el gel.
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3.3. Infusidn estereotaxica de virus

Los vectores virales adenoasociados recombinantes (rAVV) se utilizan como
vehiculos para la transduccion de material genético como es el ADN (&cido
desoxirribonucleico) a poblaciones especificas de células en presencia de un virus
auxiliar como un adenovirus (Ad). Al fusionarse, el rAVV sufre una replicacion del
genoma y hace posible la transduccion a las células de interés (Chen, Keiser, y
Davidson, 2018).

La cirugia estereotaxica, es una técnica quirdrgica que utiliza un sistema de
coordenadas para la localizacion de zonas particulares del SN. Se toma como
referencia un atlas de cerebro de ratbn que muestra secciones coronales y sagitales
medidas en milimetros (Franklin y Paxinos, 2008). El uso estandarizado de la cirugia
estereotaxica permite la infusidon de tratamientos y diferentes manipulaciones del SN

con precision y sin dafar el tejido.

Para llevar a cabo la induccién de la LTP por medio de estimulacion
optogenética, se infundid los rAVV mediante el procedimiento estereotaxico
estandarizado, obtenidos de la Universidad de Carolina del Norte (UNC). El ratén fue
anestesiado con isoflurano e inyectado unilateralmente con rAVvV (0.5 ul) por 5
minutos para su completa difusion. La infusién fue llevada a cabo por medio de

capilares para microinyeccion.

En los ratones TH-Cre, se administr6 de forma unilateral el constructo Cre-
inducible asociado a adeno virus (AAV) el gen de la proteina canal de rodopsina - 2
(ChR2) fusionado con la proteina amarillo fluorescente (eYFP) o el constructo AAV
reportero con la proteina eYFP en el VTA que corresponde a una concentracion viral
de 5.2 x 10'2 moléculas de virus ml! para rAAV5/Efla-DIO-hChR2(H134R)-eYFP
(ChR2+). Por otra parte, se inyecto el constructo AAV reportero con la proteina eYFP
en el VTA, es decir, 6.0 x 102> moléculas de virus ml* para rAAV5/Efla-DIO- eYFP
(ChR2-) (ver figura 12).
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Figura 12. Esquema de infusion de virus en VTA y zona de estimulacién. a)
Esquema de la inyeccién de virus AAV unilateral de CamKII-ChR2-eYFP o proteina reportera
EYFP en el BLA (azul) y la inyeccidn de virus AAV unilateral ChR2-eYFP o proteina reportera
EYFP en el VTA (verde). b) Esquema de la inyeccion de virus AAV unilateral ChR2-eYFP o
proteina reportera EYFP en el VTA (verde).

Para la infeccion en BLA, se administré el constructo AAV bajo el promotor
CamKIl de forma unilateral, el gen de la proteina canal de rodopsina — 2 (ChR2)
fusionado con la proteina amarillo fluorescente (eYFP) que corresponde a una
concentracion viral 5.1 x 102 moléculas de virus para rAAV- CamKIll- hChR2-eYFP
(ChR2+) y 5.1 x 10*? moléculas de virus para rAAV- CamKIl -eYFP- (ChR2-). Las
coordenadas de infeccion en BLA (desde Bregma (mm): -2.05 AP, -3.4 ML y 5.3 DV)
y VTA (-3.08 AP, - 0.6 ML y 4.8 DV). La infeccion tarda entre 25 a 30 dias (ver figura
13).

‘ CamKIl-
ChR2/eYFP

Raton WT

Figura 13. Esquema de infusién de virus en BLA y zona de estimulacion.
Esquema de la inyeccion de virus AAV unilateral de CamKII-ChR2-eYFP o proteina reportera
EYFP en el BLA (azul).

3.4. Induccidn de potenciaciéon de largo plazo optogenética (0LTP)
Como se describié previamente, la LTP es una expresion de plasticidad que

puede ser inducida experimentalmente por medio de estimulacién eléctrica,
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produciendo un incremento duradero en la amplitud y pendiente de los potenciales
postsinapticos excitatorios (PPSEs) (Lamprechty LeDoux, 2004). La induccion de LTP
requiere de la activacion de las neurona pre- y postsinptica, que puede ser obtenida
a través de la estimulacién Optica de poblaciones neuronales independientes
(Klapoetke et al.,, 2014). La utilizacion de la optogenética para el estudio de
mecanismos plasticos permite una mayor precision y se acerca mas al fendmeno
fisiologico, cubriendo las limitaciones de la electrofisiologia tradicional (Xie et al.,
2013).

Para este protocolo, se llevé a cabo la infusion de AAV5-CamKII-ChR2-eYFP
en BLA y CHr2-eYFP en VTA en ratones TH-Cre como se describié anteriormente.
Después de 4 semanas de recuperacion, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sédico (47.5 mg/kg, i.p.) y colocados en el estereotaxico para llevar a
cabo el procedimiento de induccion de la LTP. Por medio de un optrodo colocado en
IC (desde Bregma (mm): +1.1 AP, -3.3 ML, -2.75 DV) se obtuvieron las respuestas
corticales evocadas por la fotoestimulacion simultdnea de las fibras provenientes de
BLA — IC y VTA-IC. Las respuestas evocadas fueron digitalizadas para su analisis en
el software especializado SciWorks (Datawave Co.). Los siguientes parametros fueron
empleados para la induccion optogenética de LTP (oLTP): 20Hz, 5s ON/5s OFF, 10
min. Se registré una linea base de 10 minutos previa a la estimulacion y las repuestas
evocadas se registraron durante 60 minutos después de la fotoestimulacion (ver figura
14).

(e, O

v

Linga base Respuestas evocadas
(10 min, 0.5 Hz) Estimulacién (60 min, 0.5 Hz)
optogenética

!

60 trenes, 10 min

— S

100 pulsos, 20 Hz, 5 s No estimulacién, 5s 100 pulsos, 20 Hz,g s

I T

Figura 14. Esquema de protocolo de estimulacién optogenética (60 trenes de 100

pulsos de 20Hz). Hz: Hertz, s: segundos.
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3.5. Andlisis inmunohistoquimico

La inmunohistoquimica (IHC) es una técnica empleada para la clasificacion y
diagnostico de células, esto mediante el uso de anticuerpos responsivos a ciertos
antigenos en tejidos y células especificas que permiten la determinacion del tipo
celular y su origen, comunmente detectado a través de un microscopio optico (Magaki,
Hojat, Wei, So, y Yong, 2019). Una de las técnicas mas empleadas es la
inmunofluorescencia (IF) que permite la deteccién antigenos en diferentes tejidos
mediante la combinacién de anticuerpos especificos marcados con fluoréforos (Im,
Mareninov, Fernando, Diaz, y Yong, 2019). Posteriormente a la preparacion, para la
deteccién de fluorescencia, el uso del microscopio de fluorescencia confocal permite
obtener imagenes de alta resolucion para la localizacién de proteinas o antigenos de
interés, esto mediante luz a determinada longitud de onda que viaja a través de la
lente y un espejo hacia la cAmara para obtener asi las fotografias correspondientes

para su analisis posterior (Jove Science Education Database, 2021).

Los animales fueron anestesiados con una sobredosis letal de pentobarbital y
por medio de una perfusién cardiaca, con 10 ml de NaCl 0.9%, seguido de
paraformaldehido al 4%, pH 7.4. Posteriormente fue extraido el tejido y los cerebros
estuvieron en paraformaldehido por 24 horas antes de ser transferidos a sacarosa al
30%. El tejido fue congelado en Tissue-Tek (VWR, Chicago, IL, USA) y cortado de
forma coronal utilizando el criostato (Leica Biosystems, Richmond, USA) en secciones

delgadas de 40 pm.

Los cortes fueron seleccionados para su tratamiento de inmunofluorescencia.
Los cortes fueron sometidos a 3 lavados con solucién buffer trizma base y NaCl 0.9%,
pH 7.4 (TBS) durante 10 minutos por cada lavado seguido de la exposicion a acido
formico durante 5 minutos. Posteriormente, se realizaron lavados de 10 minutos en
una solucion de TBS mas Triton 0.1% y consecutivamente se mantuvieron en una
solucion de bloqueo TBS 0.1M, pH 1.4, tritdbn 0.1% y BSA 5%, albumina bovina sérica
durante 30 minutos. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos previos a la incubacion
con el anticuerpo primario anti-rabbit TH policlonal (Pel-Freez, Rogers, AR) disuelto
en una solucion de bloqueo por 24 horas a 4°C en agitacion. Se realizaron 6 lavados
de 10 minutos con TBS previo a la incubacién del anticuerpo secundario anti-goat CY3
(Millipore, Darm-Stadt, Alemania) disuelto en una solucion sérica por 2 horas protegido

de la luz a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos en TBS
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donde posteriormente fueron expuestos durante 30 segundos a DAPI 0.3uM en TBS
seguido de 3 lavados con TBS de 10 minutos cada uno. Finalmente, los cortes fueron
montados en laminillas silanizadas Superfrost Plus utilizando el medio de montaje

para fluorescencia (Dako; Carpinteria, EUA.).

3.6. Disefo experimental

3.6.1. Estimulacion optogenética de las fibras provenientes de la BLA y del VTA
en IC.

Con el objetivo de observar si la fotoestimulacion simultdnea de las fibras
provenientes del VTA y de la BLA inducen una LTP en la IC, los animales fueron
divididos en los siguientes grupos que se describen a continuacion. Adicionalmente,
en la figura 11 se presenta un esquema del disefio experimental.

- Grupo oBLA + oVTA (n=6): Un grupo de ratones transgénicos TH-Cre
previamente identificados mediante la genotipificacion por PCR, fueron
sometidos a una cirugia estereotaxica, anteriormente descrita, para
infundirlos  con  AAV5-CamKII-ChR2-eYFP en las coordenadas
correspondiente a la BLA y AAV5-CHr2-eYFP en la zona del VTA. Después
de la recuperacién e incubacion del virus (4 semanas) se llevé a cabo la
inducciéon de potenciacién a largo plazo previamente descrito. Tras el
establecimiento de una linea base de 10 minutos, se aplicé la
fotoestimulacion y se registraron las respuestas evocadas por 60 minutos.
Posteriormente, se analiz6 el tejido mediante inmunofluorescencia.

- Grupo eYFPBLA + eYFPVTA (n=5): Un grupo de ratones transgénicos
TH-Cre fueron infundidos con una proteina reportera AAV5- eYFP en VTA
y con AAV5- CamKIl -eYFP en BLA. Se aplicé un protocolo de induccion de

OLTP descrito anteriormente, y se llevo a cabo el analisis.

3.6.2. Estimulacion optogenética de las fibras provenientes de la BLA en la IC.
Se ha descrito anteriormente la relacion funcional y anatomica entre la BLA'y

la IC y la estimulacion de alta frecuencia en la BLA induce potenciacion a largo plazo

en la IC (Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000). Para descartar que la actividad del BLA

por si sola genera LTP en la Cl, se utilizaron los siguientes grupos experimentales:

- Grupo oBLA (n=5): Un grupo de ratones WT fueron infundidos con AVV5-
CamKII-ChR2-eYFP en BLA, con el objetivo de activar por medio de la
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fotoestimulacion las fibras provenientes de la BLA. Se aplico un protocolo
de induccion de oLTP descrito anteriormente.

- Grupo oBLA + eYFPVTA (n=6): Un grupo de ratones WT fueron infundidos
con AAV5-CamKII-ChR2-eYFP en BLA y AAV5-CamKII-ChR2-eYFP, esto
con el objetivo de contrastar el efecto de la condiciéon con CHR2 en BLA. Se

aplicé un protocolo de induccion de oLTP que ha sido escrito anteriormente.

3.6.3. Estimulacion optogenética de las fibras provenientes del VTA en la IC.

En estudios recientes, se ha reportado que la fotoestimulacion del VTA,
promueve la liberacion de dopamina en la IC (Gil-Lievana et al., 2020), mostrando una
relacion funcional entre estas zonas. Para descartar que la actividad del VTA por si

sola genera LTP en la Cl, se utilizaron los siguientes grupos experimentales:

- Grupo oVTA (n=5): Un grupo de ratones transgénicos TH-Cre fueron
infundidos con AAV5-CHr2-eYFP en VTA para poder estimular las fibras
provenientes del VTA en la IC. Se aplicé un protocolo de induccion de oLTP
previamente descrito.

- Grupo oVTA + eYFPBLA (n=5): Un grupo de ratones transgénicos TH-Cre
fueron infundidos con AAV5-CHr2-eYFP en el VTA y con AAV5-CamKII-
eYFP en la BLA, con la finalidad de generar una comparacién entre ambas
condiciones. Posteriormente, se aplicd un protocolo de induccion de oLTP

previamente descrito.
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Genotipificacion
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Inyeccién de virus CamKIl- Inyeccién de virus Inyeccién de virus
hChR2-eYFP en BLA Efla-DIO-hChR2-eYFP en Efla-DIO-hChR2-eYFP
— VTA en VTA + CamKII-

hChR2-eYFP en BLA

4 semanas de infeccidn

I

Induccién de oLTP
enlalC

Linea base l

Respuestas evocadas
(10 min)

Estimulacion (60 min)
optogenética
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60 trenes, 10 min
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Analisis
inmunohistoquimico

Figura 15. Vision esquematica del procedimiento experimental. WT: Wild type, TH-
Cre: Ratones de la cepa inducible Cre bajo el promotor de tirosina hidroxilasa, BLA: Amigdala
Basolateral, ChR2: proteina canal de rodopsina — 2, EYFP: proteina amarilla fluorescente,

VTA: area ventral tegmental, oLTP: potenciacion a largo plazo inducida con optogenética.
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3.7 Analisis estadistico

El andlisis de datos se llevo a cabo en el software Prism Graph 8.0. Para el
andlisis de datos obtenidos del protocolo de induccion optogenética de la LTP, se
realiz6 una base de datos por grupo. Para verificar si los datos se distribuian de
manera normal se realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y para identificar
Si existia igualdad de varianzas entre los grupos se realizo la prueba de Levene. Para
el andlisis de datos de los experimentos electrofisiolégicos, se llevo a cabo una prueba
de ANOVA de medidas repetidas para dos factores. Consideramos como factor intra-
sujetos, a la medida de las pendientes obtenidas en la linea base (10 minutos) y
después de la estimulacion (Ultimos 30 minutos después de la fotoestimulacién). Las
pendientes se midieron en el tiempo que va del inicio de la estimulacion hasta la cresta
de los PPSEs. Es importante resaltar que para el andlisis se utilizaron estos ultimos
30 minutos para comparar la LTP cuando ya no habia cambios en la eficiencia
sinaptica. Como factor inter-sujeto, se tomaron a los diferentes grupos que fueron
utilizados para el protocolo y que fueron descritos anteriormente. Posterior a los
analisis, se empled una prueba pos-hoc de Fisher para hacer las comparaciones entre
las diferentes condiciones experimentales. Se consideraron significativos los datos

con una p=< 0.05.
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4. Resultados

4.1. Proyecciones en la corteza insular provenientes de la amigdala basolateral
y del area ventral tegmental.

Para comprobar que se llevo a cabo la infeccion de los constructos virales en
el VTA y la BLA se realizd6 inmunohistoquimica contra tirosina hidroxilasa (TH) en
cortes coronales de ambas estructuras. En la figura 16a, en rojo, vemos el marcaje de
células TH+ del VTA, en verde se observa la sefial de la proteina eYFP, en azul el
marcaje de los nucleos y en el MERGE de estas sefales vemos la colocalizacion de
ambas sefiales, indicando que la infeccion fue especifica para las neuronas
catecolaminérgicas en el VTA. Adicionalmente, para comprobar que la infeccion en
los nucleos del VTA proyectan a la IC, se realizd la inmunohistoquimica de cortes
coronales de la corteza insular contra TH, sitio donde se llevé a cabo la estimulacion
y registro de las respuestas evocadas por la estimulacion optogenética. Se observaron
las proyecciones catecolaminérgicas de las neuronas provenientes del VTA y las

terminales marcadas en verde en la IC (Figura 16b).
a) VT

Figura 16. Proyecciones de la IC provenientes del VTA. Iméagenes

A

b) IC

inmunofluorescencia TH (rojo), diclorhidrato de 4',6-diamidina-2'-fenilindol (DAPI, azul) y eYFP
(verde) en los somas de VTA (a) y en sus proyecciones a la IC (b). En el merge se muestra la

colocalizacion.
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Por otra parte, al analizar el BLA, se observa la co-localizacién de las neuronas del
BLA con la sefalizacion de la proteina eYFP lo que sugiere la infeccién en la zona

indicada (Figura 17a) y sus proyecciones en la IC (Figura 17b).

Figura 17. Proyecciones de la IC provenientes de la BLA. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia doble. eYFP (verde) los somas del BLA y DAPI (azul) en los somas del

BLA (a) y en sus proyecciones a la IC (b).

4.2. Efecto de la estimulacion optogenética simultdnea de las fibras
provenientes del VTAy BLA en laIC.

Para determinar el efecto de la estimulacibn de las proyecciones
dopaminérgicas en la IC proveniente del VTA en conjunto con la estimulacion de las
fibras glutamatérgicas provenientes del BLA en la induccion de la LTP, se realizo la
administracion de forma unilateral el constructo Cre-inducible asociado a adeno virus
(AAV) el gen de la proteina canal de rodopsina - 2 (ChR2) fusionado con la proteina
amarillo fluorescente (eYFP) o el constructo AAV reportero con la proteina eYFP en
el VTA en ratones TH-Cre. Para la infeccion en BLA, se administro el constructo AAV
bajo el promotor CamKIl de forma unilateral, el gen de la proteina canal de rodopsina
— 2 (ChR2) fusionado con la proteina amarillo fluorescente (eYFP). Cuatro semanas
después de la infeccidn se realiz6 un protocolo de induccion de la LTP en la IC. Para
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la estimulacion optogenética de las proyecciones del VTA y la BLA, se coloco el
electrodo de registro en el mismo sitio que la férula de fibra optica en la IC y un

electrodo de estimulacién eléctrica en la BLA (figura 19a).

La respuesta caracteristica de esta sefal, la cual fue inducida por pulsos
monofasicos de 50 — 70 mA y 0.25 ms de duracion, inicié de 2 a 3 ms y presento su
cresta a los 7-10 ms aproximadamente. La amplitud promedio de los potenciales de
campo (PPSE) fue de 0.36 + 0.15 mV (figura 18).

Figura 18. PPSEs en la Cl. Los trazos muestran ejemplos de los PPSEs durante la
linea base de 10 minutos previo a la estimulacién (Linea sdélida), y 60 minutos después de la
estimulacion optogenética simultdnea de las proyecciones del BLA y del VTA (Linea
punteada). Escala: 10 ms, 0.5 mV.

Nuestros resultados indican que la estimulacion simultanea de las fibras del
VTA y BLA, induce una LTP en la CI. En el grupo oVTA + oBLA, se observa un
incremento en la eficiencia sinaptica en la IC 20 minutos después de la estimulacion
(126.5 = 0.31%) con respecto a la linea base (Figura 19b). En contraste, en los
animales que fueron inyectados solo con proteina reportera en ambas zonas (eyfpVTA
+ eyfpBLA), no se observa un incremento en la eficiencia sinaptica (103.7 + 0.45 %)
(Figura 19c). Estos resultados nos indican que la estimulacion optogenética
simultanea de las fibras del VTA y del BLA induce una LTP en la IC 20 minutos

después de la estimulacion.
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Figura 19. La estimulacion optogenética simultanea de las fibras provenientes
del VTA y BLA induce una potenciacién a largo plazo demorada en la IC. a)
Representacion esquematica de la colocacion de electrodos en el BLA (electrodo de
estimulacion) y en la IC (electrodo de registro y fibra Optica). b y ¢) Gréfica de la media de los
porcentajes de los PPSEs antes y después del protocolo de estimulacion optogenética en la
alC, el sombreado azul representa el tiempo en el cual se realiz6 el encendido del laser 532
nm a pulso continuo a 10-15 mW en ratones administrados en (b) VTA'y BLA con ChR2-eYFP
y (c) EYFP. Abajo de cada grafica se muestra el trazo representativo de las sefales obtenidas

en lalinea base (linea sélida) y los ultimos 30 min después de la estimulacion (linea punteada).

4.3. Efecto de la estimulacion optogenética de las fibras provenientes del VTA
enlalC.

Para determinar el efecto de la estimulacion de las proyecciones
dopaminérgicas en la IC proveniente del VTA en la plasticidad sinaptica, se realizé la
administracion de forma unilateral el constructo Cre-inducible asociado a adeno virus
(AAV) el gen de la proteina canal de rodopsina - 2 (ChR2) fusionado con la proteina
amarillo fluorescente (eYFP) o ChR2 en VTA y el constructo AAV reportero con la
proteina eYFP en el BLA en ratones TH-Cre. Para la estimulacién optogenética, se
colocé el electrodo de estimulacion eléctrica en la BLA y el electrodo de registro junto

a la fibra optica en la IC (Figura 20a).

Al realizar la estimulacion, se observé que el grupo donde fueron estimuladas
las fibras provenientes de VTA (0VTA) no induce cambios en la eficiencia sinaptica
(99.91 + 0.19 %) comparado con la linea basal (Figura 20b). De manera similar, se
observa que en el grupo que fue administrado con el constructo viral con el gen
reportero EYFP en la BLA, no se observan cambios en la eficiencia sinaptica (103.1 +
0.39) (Figura 20c).

Nuestros resultados son congruentes con experimentos electrofisiologicos
previos, donde se reportd que las respuestas electrofisiologicas en neuronas del IC
fueron bajas ante la estimulacion de neuronas TH+ del VTA (Gil-Lievana et al., 2020).
Este resultado sugiere, que la estimulacion optogenética solo de las fibras

provenientes del VTA en la IC no induce una LTP.
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Figura 20. La estimulacion optogenética solo de las fibras provenientes del VTA
no induce una LTP en la IC. a) Representacion esquematica de la inyeccién de virus en el
VTA, colocacion del electrodo de estimulacion en el BLA y el optrodo en la IC (electrodo de
registro y fibra éptica). b y c) Gréfica de la media de los porcentajes de los PPSEs antes y
después del protocolo de estimulacion optogenética en la IC, el sombreado azul representa el
tiempo en el cual se realizé el encendido del laser. b) VTA con ChR2-eYFP. ¢) eYFP en VTA.
Abajo de cada grafica se muestra el trazo representativo de las sefiales obtenidas antes (linea

sélida) y los ultimos 30 min después de la estimulacion (linea punteada).

4.4. Efecto de la estimulacién optogenética de las fibras provenientes de la
BLA en lalIC.

Finalmente, para determinar si la estimulaciébn optogenética solo de las
proyecciones glutamatérgicas en la IC provenientes del BLA, inducen una LTP, se
llevé a cabo la administracidén del constructo AAV bajo el promotor CamKIl de forma
unilateral en la BLA, el canal de rodopsina — 2 (ChR2) fusionado con la proteina
amarillo fluorescente (eYFP) o ChR2 en la BLA y el constructo AAV reportero con la
proteina eYFP en el VTA en ratones WT (Figura 21a). Se llevé a cabo el mismo

protocolo de estimulacion previamente descrito.

Los resultados indican que el grupo donde fueron estimuladas las fibras
provenientes de BLA (0BLA) no se observan cambios en la eficiencia sinaptica (101.8
+ 0.28 %) comparado con la linea basal (Figura 21b). De manera similar, se observa
que en el grupo que fue administrados con el constructo viral con la proteina reportera
EYFP, no se observan cambios en la eficiencia sinaptica (104.2 + 0.58) (Figura 21c).
Lo que sugiere que la estimulacién optogenética solo de las fibras del BLA no inducen
unaLTP enlalC.
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Figura 21. La estimulacion optogenética de las fibras provenientes del BLA no
induce una LTP en la IC. a) Representacion esquematica de la inyeccion de virus en la BLA,
colocacion del electrodo de estimulacion en la BLA 'y el optrodo en la IC (electrodo de registro
y fibra 6ptica). b y ¢) Gréafica de la media de los porcentajes de los PPSEs antes y después
del protocolo de estimulacion optogenética en la IC, el sombreado azul representa el tiempo
en el cual se realizé el encendido del laser. b) BLA con ChR2-eYFP. ¢) eYFP en BLA. Abajo
de cada gréfica se muestra el trazo representativo de las sefiales obtenidas antes (linea

sélida) y los ultimos 30 min después de la estimulacion (linea negra).

El ANOVA de medidas repetidas comparando las pendientes de los PPSEs de
los ultimos 30 minutos del registro después del protocolo de estimulacion optogenética
mostré diferencias significativas entre los grupos que fueron estimulados
optogeneticamente (F (2, 12) = 16.31; p < 0.005) (Figura 22a). El analisis post-hoc
empleando la prueba de Fisher mostrd diferencias significativas entre el grupo oVTA
+ 0BLA en comparacion con los demas grupos (0VTA y oBLA) (p< 0.0001), mientras
que los grupos que fueron infectados solo con la proteina reportera eYFP, no
mostraron diferencias significativas entre si (Figura 22b). Estos resultados nos indican
que la estimulacién optogenética simultanea de las fibras de VTA y el BLA inducen
una LTP demorada en la CI, mientras que este efecto no es observado con la

estimulacién de las fibras del VTA y del BLA por separado (Figura 22c).
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Figura 22. Efecto del protocolo de induccion de LTP optogenética en los
diferentes grupos. a) Gréfica de la media de los porcentajes de los PPSEs antes y después
del protocolo de estimulacion optogenética en la IC en los grupos que fueron estimulados
optogeneticamente (ChR2+). b) Gréfica de la media de los porcentajes de los PPSEs antes y
después del protocolo de estimulacion optogenética en la IC en los grupos con la proteina
reportera eYFP. c) Gréfica resumen de los resultados obtenidos. Los grupos que fueron
infectados con la proteina reportera eYFP no muestran induccién de LTP (Barras naranjas).
De manera similar, los grupos ChR2+, correspondientes a VTA y BLA de forma separada,
tampoco muestran un cambio en la eficiencia sinaptica. En contraste, en el grupo que fue

estimulado optogeneticamente de forma conjunta en el VTAy BLA (o0VTA + 0BLA), se observa
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la induccién de una LTP 20 minutos después de la estimulacién. *p < 0.05. Abreviaturas:
PPSEs, potenciales postsindpticos excitatorios; EEM, error estandar de la media; VTA, area
ventral tegmental; BLA, amigdala basolateral; VTA + BLA estimulacién conjunta de ambas

zonas; eYFP, proteina reportera verde; ChR2+, canal de rodopsina 2.

5. Discusion

Los cambios en la eficiencia de las conexiones sinapticas se han propuesto
como el sustrato molecular de la memoria y el aprendizaje (Citri y Malenka, 2008;
Sweatt, 2016a). La LTP, como uno de los modelos para el estudio de estos procesos,
nos brinda informacion sobre los mecanismos implicados que inducen estos cambios
(Martin et al., 2000; Nicoll y Roche, 2013). La forma convencional para inducir una
LTP artificialmente es a través de aplicar trenes de estimulacién eléctrica de alta
frecuencia de fibras presinapticas (Bliss y Lemo, 1973), sin embargo, esta induccién
presenta limitaciones como la falta de control selectivo de poblaciones neuronales y
sus proyecciones (Xie, Jackson y MacDonald, 2013). El uso de la técnica optogenética
para el estudio de la plasticidad sinaptica, cubre estas limitaciones ya que permite
tener un mayor control de la actividad de poblaciones neuronales especificas (Boyden
et al., 2005). Por lo tanto, el uso de esta técnica permite examinar la interaccion de
poblaciones neuronales con otras poblaciones o nlcleos que podrian estar
participando en la induccion de cambios plésticos asociados al aprendizaje y la

memoria.

Los resultados obtenidos en esta investigacién indican que la estimulaciéon
optogenética simultanea a una frecuencia de 20Hz de las fibras provenientes del VTA
y la BLA inducen una LTP de inicio lento en la IC. Por otra parte, los datos muestran
gue la estimulacion optogenética de las fibras provenientes de la BLA no inducen una
LTP en la IC. Finalmente, la estimulacién de las fibras que provienen de VTA, no
inducen LTP en la IC. Estos resultados en conjunto muestran que la interaccion de la
neuromodulacion catecolaminérgica a través de la estimulacion del VTA y la
neuromodulacién glutamatérgica proveniente de la BLA, inducen cambios plasticos en
la IC. Ademas, estos resultados sugieren que la induccién de plasticidad sinaptica en
la IC mediante la coactivacion del VTA y la BLA podria estar implicada en la formacion
y mantenimiento de memorias adictivas. A continuacion, se discutiran los hallazgos

obtenidos en esta investigacion.
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5.1. La estimulacion de las fibras provenientes del VTA, asi como las fibras del
BLA de forma individual no inducen LTP en la IC.

La estimulacion optogenética del VTA nos permite tener un control espacial y
temporal mas preciso de las neuronas catecolaminérgicas (Adamantidis et al., 2011).
Por lo tanto, con esta herramienta, es posible estudiar la interaccién del VTA con otros
circuitos que podrian estar implicados en el mantenimiento y la extincibn de memorias
adictivas. Reportes indican que mediante la fotoestimulacion fasica de potenciales de
accibn en neuronas dopaminérgicas en el VTA es posible generar un
condicionamiento de una memoria contextual como el protocolo de condicionamiento
de preferencia de lugar (Tsai et al., 2009). Asimismo, ha sido reportado que la
activacion de receptores dopaminérgicos D1 no induce cambios plasticos por si
mismos, pero la activacion de dichos receptores modifica el umbral para inducir LTP
(Mockett et al., 2007). Estos estudios sugieren que el VTA juega un papel como

modulador en la adquisicion de memorias contextuales.

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacion, se observé un
incremento de la taza de disparo de neuronas TH+ del VTA en la banda de frecuencias
de 4Hz hasta 20Hz en respuesta a la fotoestimulacion optogenética y, en contraste, la
taza de disparo en neuronas del IC disminuyé en respuesta a estimulacion de
neuronas TH+ del VTA (Gil-Lievana et al., 2020). Adicional a este experimento, se
reporté que la sola estimulacion optogenética de las fibras de la IC provenientes del
VTA no produce un CPP, mientras que la sola administracion de cocaina y
administrando cocaina en conjunto con la estimulaciébn optogenética si genera
preferencia (Gil-Lievana et al., 2020) . Estos experimentos sugieren que si bien existe
una conexion funcional entre estas zonas y son necesarias en la formacién de la
memoria adictiva hay otras estructuras cerebrales involucradas. Ademas, son
congruentes con nuestros datos, donde observamos que la fotoestimulacion de las

fibras TH+ en la IC provenientes del VTA no inducen una LTP.

En varios estudios ha sido reportada la conexién funcional entre en BLAy la IC
y su participacion en la formaciéon de memorias apetitivas y aversivas (Escobar y
Bermudez-Rattoni, 2000; Rodriguez-Duran et al., 2016). También se ha reportado que
la estimulacion eléctrica de alta frecuencia en la BLA induce una LTP en la IC que
puede ser blogueada por la administracion antagonistas de NMDA (Escobar y

Bermudez-Rattoni, 2000). No obstante, hay pocos reportes donde la induccién de LTP
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se realice optogeneticamente mediante la aplicacion de trenes de alta frecuencia. En
un estudio, se reporto que la estimulacion optogenética de alta frecuencia induce una
LTP optogenética (Bulin et al., 2020). Para ello, se utilizé una variante del receptor de
rodopsina (ChETA) en la cual la cinética del canal es mucho mas rapida, lo que
permite que las altas frecuencias sean mas efectiva para inducir una LTP optogenética
(Gunaydin et al., 2010). El protocolo de estimulacion utilizado en Bulin et al, 2020, es
de 10 pulsos, 250 Hz, 10s por 1.5 minutos, lo que indica una frecuencia de
estimulacién alta en comparacién con el protocolo de estimulacion utilizado en este
proyecto que es de 100 pulsos, 20Hz, 10s por 10 minutos. El uso de una frecuencia
mas baja (20 Hz), nos permite ajustarnos a un modelo mas cercano al funcionamiento
fisiolégico del sistema evitando la sobresaturacion. En este sentido, nuestros
resultados sugieren que la activacion optogenética de fibras provenientes del VTA 'y

el BLA, de manera individual son insuficientes para la induccion de la LTP.

5.2. Induccién de una LTP demorada en la IC por la estimulacién optogenética
simultanea del VTA y la BLA.

La activacion optogenética simultanea de las fibras provenientes del BLA y las
fibras provenientes del VTA inducen una LTP en la IC. En los estudios convencionales
para inducir una LTP se aplican trenes de estimulacion de alta frecuencia (Bliss y
Gardner-Medwin, 1973; Volianskis et al., 2015). Cabe destacar que, los reportes
donde se ha inducido optogeneticamente la LTP in vivo son limitados. En un estudio,
se ha reportado que el condicionamiento al miedo puede ser inactivado y reactivado
mediante la induccién de LTD y LTP respectivamente en la amigdala lateral (Nabavi
et al., 2014). No obstante, si bien este estudio indica que es posible la induccion de
LTP por medio de estimulacién optogenética monosinaptica, se hace uso de una
variante de ChR2, oChIEF, canal que es activado por frecuencias de 50 — 100Hz
(Gunaydin et al., 2010). Por otra parte, se ha reportado que a través de la estimulacion
presinaptica eléctrica en conjunto con la despolarizacion postsinaptica optogenética
puede inducirse una LTP (Ma et al., 2018). Este reporte, marca un antecedente a
nuestro proyecto por el uso de un modelo in vivo que permite la estimulacion de dos
vias de forma simultanea. En este trabajo proponemos un protocolo experimental que
nos permite estimular con optogenética las fibras del VTA en conjunto con la
estimulacién de las fibras del BLA en la IC para inducir una LTP in vivo.
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La IC, especificamente en la zona agranular, contiene una alta densidad de
fibras dopaminérgicas (Kutlu et al., 2013; Pushparaj y Le Foll, 2015). Por otro lado, la
zona agranular de la IC, también recibe fibras provenientes de la BLA (Gerfen y
Clavier, 1979; Shi y Cassell, 1998; Uematsu et al., 2015). La fotoactivacién de las
neuronas TH+ induce la liberacion de dopamina en la IC (Gil-Lievana et al., 2020).
Adicionalmente, la modulacion dopaminérgica esta involucrada en la induccion de
plasticidad estructural en sinapsis glutamatérgicas en diferentes zonas de la corteza
cerebral (Yagishita et al., 2014). Con el fin de estudiar la induccion de cambios
plasticos en la IC, utilizamos vectores virales con promotores especificos para la
estimulacién de las fibras provenientes del VTA y la BLA, zonas involucradas en el
mantenimiento de memorias adictivas (Argilli et al., 2008; Bachtell et al., 2005; Lammel
et al.,, 2012; See, 2002). Experimentos previos donde fueron utilizadas tareas
conductuales dependientes de la IC, sugieren que la liberacion de neurotransmisores
como las catecolaminas y glutamato son relevantes en el mantenimiento de
respuestas condicionadas (Osorio-Gomez et al., 2016). Por otro lado, el bloqueo de
receptores NMDA en la IC, acelera el proceso de extincion después de un protocolo
de condicionamiento (Gil-Lievana et al., 2020). Estos resultados sugieren que la
actividad conjunta de la modulacion dopaminérgica y la activacién de los receptores

NMDA participan en el mantenimiento de memorias adictivas.

La estimulacion optogenética de las fibras dopaminérgicas provenientes del
VTA en conjunto con la estimulacion eléctrica de las neuronas glutamatérgicas del
cuerpo estriado producen un alargamiento de espinas dendriticas en una ventana de
tiempo de menos de 2s entre las dos estimulaciones (Yagishita et al., 2014). De igual
modo, la actividad dopaminérgica en conjunto con la actividad glutamatérgica facilita
la induccién de una LTP en un modelo in vivo (Gurden et al., 1999) e in vitro (Otani et
al., 2015). Estos hallazgos dan soporte a nuestros resultados, donde proponemos que
la induccion optogenética de la LTP en la IC requiere de la neuromodulacion

dopaminérgica de las fibras provenientes del VTA

De manera interesante, en este proyecto, encontramos que la estimulacion
optogenética simultanea de las fibras provenientes de VTA y BLA, inducen una LTP a
los 20 minutos después de haber aplicado el protocolo de estimulacién. Proponemos
gue este efecto de inicio lento de la LTP podria deberse los tiempos de inicio de los

mecanismos moleculares de los receptores dopaminérgicos tipo D1-D5. La induccion
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de plasticidad sinaptica en la corteza es dependiente de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), de modo que el bloqueo de estos receptores o la ausencia de
neuromoduladores bloquean la induccién de fenédmenos como la LTP (He et al., 2015;
Huang et al., 2014). Por ejemplo, diversos estudios han reportado que la modulacion
dopaminérgica es dependiente la activacion de los receptores transmembranales
denominados receptores metabotrépicos D1-D5, que solo se encuentran en neuronas
postsindpticas dopaminérgicas y gabaérgicas (Otani et al., 2015). Estos receptores
desencadenan una sucesion de reacciones bioquimicas que son expresados minutos
después de la activacion de la proteina G estimuladora (Gs) (Katritch et al., 2012). La
activacion de la proteina GS activa la adenilato ciclasa para producir AMPc que a su
vez activa la cascada de sefializacion intracelular dependiente de la proteina quinasa
A (PKA) (Greengard, 2001). La activacién de los receptores D1/D5 no produce
despolarizacion de las membranas neuronales, pero pueden influir en las propiedades
electrofisioldgicos de otros receptores como en el caso de los receptores ionotrépicos

glutamatérgicos NMDA (Seamans y Yang, 2004).

Diversos estudios han reportado que la activacion de receptores D1
incrementan las respuestas mediadas por NMDA en el hipocampo (Huang y Kandel,
1995) y en neuronas corticales como en la mPFC (Jeremy K. Seamans y Yang, 2004).
Estudios in vitro reportan que la modulacién dopaminérgica y la activacion de los
receptores NMDA en el hipocampo producen una induccién demorada de la LTP y
con una duracién prologada (> de 3 horas). Este efecto fue reportado por Huang y
Kandel (1995) y fue denominada como “potenciacién tardia”. Nuestros datos sugieren
que la dinamica de la curva de induccion de la LTP que obtuvimos es congruente con
la activacién lenta de los receptores tipo D1-D5 en la IC. Entre nuestras perspectivas,
se propone la inhibicion de los receptores D1 para corroborar su participacion en la
induccion de la LTP. Adicionalmente, creemos que la induccion de una LTP de inicio
retardado requiere de la activacion en conjunto de la via glutamatérgica y
neuromoduladores como la dopamina dentro de ventanas de tiempo especificas que
podria ser explicado por los mecanismos de otros modelos como la plasticidad

dependiente de la sincronizacion de los potenciales de accion (STDP).
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5.3. La modulacion catecolaminérgica de la STDP como un mecanismo de
induccion de oLTP.

La plasticidad sinaptica de fibras glutamatérgicas es susceptible a la
modulacién por neurotransmisores como las catecolaminas (Brzosko et al., 2019). Por
ejemplo, se ha reportado que las catecolaminas pueden modular la induccion de la
LTP inducida con diferentes protocolos experimentales (Pignatelli y Bonci, 2015a). La
LTP puede ser inducida por la plasticidad dependiente de la sincronizacion de las
espigas (STDP por sus siglas en inglés: Spike-timing-dependent synaptic plasticity),
una técnica experimental que se basa en la sincronizacién precisa entre la activacion
presinaptica y postsinaptica (Bi y Poo, 1998; Pawlak et al., 2010; Song et al., 2000).
Si la activacion repetitiva de una célula presinaptica es inmediatamente antes de la
activacion en una célula postsinaptica, se inducira potenciacién a largo plazo
dependiente del tiempo (t-LTP) (Bi y Poo, 1998). Por otro lado, la activacion repetida
de una célula presinaptica inmediatamente después de una célula postsinaptica
conduce a una depresion a largo plazo dependiente del tiempo (t-LTD)(Bi y Poo,
1998). Debido a esto, la STDP es propuesto como un modelo relevante en la induccién
de cambios plasticos en situaciones fisiolégicas naturales (Froemke y Dan, 2002;
Schulz et al., 2010; Yao y Dan, 2001).

La evidencia actual sugiere que la neuromodulacion modifica el umbral de
induccion de cambios plasticos para la sincronizacion de la activacidon presinaptica y
postsinaptica para inducir STDP ( Pawlak et al., 2010; Andersen et al., 2017). Se ha
reportado que la activacion de los receptores de dopamina tipo 1 (D1Rs) es necesaria
para inducir la t-LTP en sinapsis colateral-CA1 de Schaffer en cortes de hipocampo
de ratas jovenes (Edelmann y Lessmann, 2011). La evidencia en cultivos de células
de hipocampo sugiere que el efecto de la dopamina en la t-LTP puede deberse a una
reduccion en el umbral para la induccion de plasticidad, ya que la activacion de D1Rs
redujo el nimero de disparos necesarios para inducir la LTP (Zhang et al., 2009). La
DA también amplia considerablemente la ventana de tiempo para detectar
coincidencias en las células pre y postsinapticas, facilitando la induccion de t-LTP. Asi,
la activacion de D1R en zonas de la corteza prefrontal (Ruan et al., 2014; Xu y Yao,
2010) como en cultivos de hipocampo (Zhang et al., 2009) permite la induccion de t-
LTP aintervalos de tiempo de picos sustancialmente mas largos. La ventana temporal
para la induccién de t-LTP depende de procesos como las corrientes postsinapticas
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de Ca?* a través de los canales NMDA vy las cascadas de sefializacién por Ca?*
(Caporale y Dan, 2008). La activacion de los receptores D1 inicia la cascada de
sefalizacion AMPc-PKA, que puede modular la conductancia de los NMDA, y por lo
tanto la entrada de Ca2+ lo que facilita la induccién de la LTP. Por lo tanto, es posible
que el incremento catecolaminérgico module las ventanas temporales para la
introduccidon de calcio al interior de las neuronas de la IC, lo cual promueve la
induccion de la LTP en nuestro modelo. Nuestros datos muestran que la modulacion
dopaminérgica no causa por si misma plasticidad, pero si modula a los receptores
glutamatérgicos para promover la induccién de LTP, sin embargo, quedan por ser

determinados los mecanismos implicados.

5.4. Posibles mecanismos moleculares involucrados en la inducciéon de oLTP
en la IC por la estimulacion de VTA-BLA.

Estudios previos indican que hay dos fases en los mecanismos intracelulares
que estan implicados en la interaccion de la via dopaminérgica y glutamatérgica
(Seamans y Yang, 2004). En la primera fase que comprende el orden de segundos a
minutos, la activacion de canales glutamatérgicos como los NMDA son regulados por
la via de activacion de receptores dopaminérgicos D1, que estimulan la formacién de
AMPc sintetizada por adenilato ciclasa, que luego activa la cascada de sefializacion
intracelular dependiente de la proteina quinasa A (PKA) para modular la plasticidad
sinaptica (Greengard, 2001). En estudios realizados en el hipocampo, se ha reportado
gue la aplicacién de antagonistas dopaminérgicos o inhibidores de PKA, no permiten
el mantenimiento de la L-LTP en CA1 (Impey et al., 1998). Adicionalmente, un estudio
realizado en ratones knock-out del receptor D1, se reporta que no expresan la fase
tardia de potenciacion a largo plazo en las sinapsis de CA1 (Matthies et al., 1997). En
conjunto, estos hallazgos sugieren que la estimulacién del receptor D1 activa la via
PKA y conduce a la transcripcion de genes y la sintesis de proteinas que son
esenciales para el mantenimiento de cambios a largo plazo en la plasticidad sinaptica

dependiente de la actividad en el hipocampo.

En la segunda fase del orden de minutos a horas después de la estimulacion
de los receptores D1, la entrada de Ca2+ través de los receptores NMDA y los canales
de Ca2+ dependientes del voltaje, activan cinasas dependientes de Ca2+ (Lamprecht
y LeDoux, 2004) como las cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK). Esto

se ve respaldado por el estudio de Xue et al 2015 donde reporta que la administracion
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de agonistas de receptores D1, incrementa los niveles de ERK fosforilada de forma
selectiva en zonas como la PFC (Xue et al., 2015). Estas evidencias sugieren que la
induccién de la LTP optogenética en que hemos observado con nuestro protocolo
podria depender de la activacion de cinasas dependientes de la entrada de Ca2+ a
través de los receptores NMDA vy la facilitacion por la cascada de sefializacion por los

receptores D1.

Finalmente, nuestros resultados sugieren que la modulacién dopaminérgica
que proviene de las fibras del VTA y la estimulacién glutamatérgica de las fibras
provenientes del BLA, participan en la induccién de una LTP de inicio demorado en la
IC inducida por estimulacién optogenética. Por lo tanto, sugerimos que el incremento
de las catecolaminas esta modulando la temporalidad de la activacion pre y

postsinaptica.

5.5. Implicaciones del modelo en el estudio de las memorias adictivas.

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion, planteamos
un modelo experimental que nos permite inducir plasticidad sinaptica in vivo en la ClI
mediante la estimulacién optogenética simultanea de las fibras del VTA y del BLA. Se
ha descrito anteriormente que la sefializacion glutamatérgica proveniente del BLA en
la IC constituye un mecanismo en el mantenimiento de memorias asociadas al
contexto. Adicionalmente, la IC recibe aferencias del VTA, lo que sugiere que hay una
conexion funcional entre estas areas (Gil-Lievana et al., 2020).

Durante los ultimos afios, se ha estudiado a la adiccion como un tipo de
aprendizaje no adaptativo que usurpa los mecanismos neuronales que normalmente
subyacen a procesos de aprendizaje y memoria (Kauer y Malenka, 2007; Luscher y
Malenka, 2011). La administracibn de una sustancia de abuso aumenta la
neurotransmision dopaminérgica en el sistema mesocortico limbico y el consumo
cronico, causa alteraciones en la fuerza de las conexiones sinapticas en estructuras
implicadas en el circuito de recompensa mediado por la neurotransmision
glutamatérgica (Cooper et al., 2017; Luscher y Malenka, 2011; Pignatelli y Bonci,
2015). En nuestro modelo, la interaccion entre la neurotransmisién dopaminérgica y
glutamatérgica permite inducir cambios plasticos en la IC, lo que sugiere que el VTA
y la BLA participan en la integracion de la informacién visceral y contextual relacionada

con el mantenimiento de las memorias asociadas con la adiccién.

54



En sintesis, indujimos una LTP in vivo mediante la estimulacién optogenética
simultdnea de dos vias, con frecuencias mas bajas que las utilizadas en la
electrofisiologia convencional. Utilizando este enfoque, nuestro modelo se acerca mas
a las condiciones fisiol6gicas relacionadas con la formaciéon y mantenimiento de
memorias adictivas, lo que nos permitira obtener mas informacion sobre los
mecanismos implicados en la induccién de plasticidad en estos circuitos. Esta
aproximacion, nos permite comprender la complejidad de los mecanismos plasticos
asociados con las adicciones y su relacién con los procesos de memoria y aprendizaje.
Entender sus implicaciones nos permite, en conjunto con otros estudios de diferentes
disciplinas cientificas, proponer enfoques integrales para el tratamiento de las

adicciones.

6. Conclusiones

La corteza insular (IC) y el nacleo basolateral de la amigdala (BLA) comparten
importantes conexiones funcionales y anatdmicas que estan involucradas de manera
importante en el mantenimiento de memorias adictivas. Ademas, ambas regiones
comparten interconexiones con el area ventral tegmental (VTA) lo que indica que la
via dopaminérgica tiene un papel relevante en la inducciéon de la LTP inducida por

optogenética en la IC (Figura 23).
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Figura 23. Representacion de la induccién de LTP en la IC por la estimulacién
optogenética simultdnea de las fibras del VTA y BLA. 1) Estimulacion de las fibras
provenientes del BLA libera glutamato en la IC. 2) Estimulacion de las fibras provenientes del
VTA libera dopamina en la IC. 3) Entrada de iones de Ca?* a través de receptores NMDA inicia
sefializacion cAMP-PKA. 4) La activacion de receptores dopaminérgicos D1/D5 inicia la via
de sefializacion cAMP-PKA. 5) Deteccion de una LTP tardia (20 minutos después de la

estimulacion optogenética simultanea).

En este proyecto, encontramos que la modulacién dopaminérgica de las fibras
provenientes del VTA en conjunto con la activacion de las fibras glutamatérgicas del
BLA son fundamentales para la induccion de la LTP en la IC. Nuestro modelo

experimental representa una evidencia in vivo de la modulacion dopaminérgica en la
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induccion de la LTP, destacando asi su participacion en la plasticidad sinaptica y en

la formacion de la memoria.

7. Perspectivas

Los resultados obtenidos en la presente investigacion nos llevan a proponer algunas
consideraciones para investigaciones proximas con relacién al mantenimiento de

memorias adictivas:

a) Incrementar la n de los experimentos para dar mayor robustez a nuestros
hallazgos.

b) Medir los cambios en los niveles extracelulares de neurotransmisores liberados
durante la estimulacion conjunta de las fibras del VTAy la BLA en la IC.

c) Determinar los mecanismos moleculares implicados en la induccion de la LTP
en la IC por la estimulacién conjunta de las fibras del VTAylaBLA enla IC en
conjunto con manipulaciones farmacolégicas.

d) Evaluar los cambios conductuales inducidos por la estimulacion optogenética
conjunta de las fibras del VTA y la BLA en la IC en un paradigma para evaluar

la formacion y mantenimiento de memorias adictivas en tiempo real.
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