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Resumen
La participacién de la corteza insular (Cl) y la amigdala basolateral (BLA) en el
establecimiento del condicionamiento al miedo o aversion ha sido ampliamente
estudiada. Sin embargo, la interaccion entre ambas estructuras y su relevancia en
la formacién de memorias aversivas se mantienen en gran parte desconocida.
Durante afios, se han realizado diferentes aproximaciones de estudio para
comprender el papel de la Cl y de la BLA en dichas memorias, entre las que se
encuentran la induccién de lesiones, farmacologia y electrofisiologia; encontrando
gue dichas areas son importantes para la adquisicion, consolidacion y evocacion de
las memorias de aversién. No obstante, se ha descrito que existen conexiones
monosinapticas entre la BLA y la Cl, las cuales podrian tener una participacion
funcional en el establecimiento de memorias aversivas. Para dilucidar el papel de la
conexién entre ambas areas, se utilizo la técnica de optogenética para activar la via
BLA-CI durante un procedimiento de aversion al sabor (CAS) y aversién al lugar
(CAL). Se encontr6 que la activacion de la via BLA-CI es suficiente para el
establecimiento de memorias aversivas. Ademas, existen condiciones particulares
para formar memorias gustativas o contextuales de aversion, ya que se requiere de
dos estimulaciones optogenéticas de la via BLA-CI, una que emule la sefalizacién
del estimulo incondicionado y una segunda reactivacioén que estaria involucrada en
las sefales de consolidacion para la induccibn de CAS. Por otro lado, el
establecimiento del CAL requiere de varias sesiones de entrenamiento para que se
lleve a cabo. Lo cual indicaria que la via es parte de un mecanismo general de

aversion y que responde diferencialmente entre la aversion al contexto y al sabor.



l. Introduccion
Todos recordamos diferentes tipos de informacion, sabemos donde encontrar
nuestras cosas cuando llegamos a casa, el cumpleafios de nuestro mejor amigo o
hasta el de nuestro gato o perro. Pero, ¢de donde provienen los recuerdos? ¢Qué
hace que tengamos memoria? Estos son algunos de los misterios que mantienen
investigando a una parte de la comunidad cientifica desde hace décadas o mejor
dicho milenios. Particularmente, las memorias aversivas son aquellas que nos
hacen recordar y alejarnos de aquellas situaciones potencialmente peligrosas; por
ejemplo, es vital saber cual comida nos hizo mal o evitar una calle en la que sufrimos
un asalto. De igual manera, recordamos nuestros lugares favoritos, parques o
restaurantes donde tuvimos una buena comida o compafiia. En ambos casos, las

experiencias positivas y aversivas perduran por mucho tiempo.

I.1 Concepciones antiguas sobre la memoria
Para entender en un contexto mas amplio el estudio de la memoria, es necesario

revisar o rememorar las ideas que se tenian sobre la memoria, desde los primeros
pensamientos hasta la neurociencia actual. El misterio de la memoria nos remonta
a la Grecia clasica de los siglos V y IV antes de nuestra era; las ideas sobre los
fendbmenos mentales estaban cargadas por un aura de misticismo. En la cultura
griega se representa a la creatividad y demas procesos mentales como capacidades
dadas por los dioses; el conocimiento debia venir o permanecer de algun lado, y en
este caso se le adjudicaba a la diosa Atenea, patrona de la ciudad de Atenas y
deidad asociada a la sabiduria y el conocimiento. En la época clasica, Platon
afirmaba que el conocimiento o el origen de las ideas estaba en otro plano, en el
topus uranus en donde las ideas perfectas se ubican, y en cierta medida los seres
humanos podriamos llegar a ellas por medio de un proceso llamado anamnesis
(Shorojova, 1963; Platon, 2010).

Por el contrario, Aristoteles sostenia que la formacion de memorias se podia explicar
por medio de la contiglidad, la cual refiere a que se facilita la asociacion de dos

objetos si estos estan cerca en tiempo o espacio. De manera parecida, si dos



objetos tienen cierto grado de similitud uno del otro, ambos objetos podran asociarse
y recordarse. Si bien esta vision se puede considerar en buena parte como
precursora de la psicologia moderna, fue la vision idealista la que perdur6 mas
tiempo en el pensamiento occidental, sobre todo con el auge del cristianismo donde
se daba primacia a lo inmaterial en cuanto al pensamiento o los fenomenos
psiquicos (Sotelo, 2020). La exploracion sobre el origen de las ideas o la formacion
de la memoria y su relacion con el cerebro ocurre durante el Renacimiento. Un
ejemplo de ellos ocurrié en la época que vivié Leonardo Da Vinci, donde se pensaba
que existian tres ventriculos cerebrales, conectados uno con otros y era aqui donde

se formaban las ideas (Luria, 2015) Figura 1.

—

Figura 1. Representacion de la vision de la mente, durante la época del
Renacimiento. El dibujo es un esquema de uno elaborado por Da Vinci, se pensaba
gue en los tres ventriculos cerebrales se producian las ideas (Tomado de Luria,
2015).



.2 Los albores de la modernidad

En la época de la llustracion, las distintas visiones dieron un giro radical. Descartes,
considerado padre del racionalismo, afirmaba que la mente y el cuerpo eran
distintos; por un lado, el cuerpo obedecia a mecanismos dirigidos por las leyes de
la Fisica, mientras que la mente estaba sujeta al alma, la cual se encontraba
depositada en la glandula pineal (Luria, 2015). Por otra parte, Spinoza llegé a una
conclusion diferente, este autor pensaba que la sustancia ideal, lo mental y lo
material, era la misma; para él habia unidad en el universo. A esta vision se le llamo
monismo, la cual defiende la unicidad del mundo en una sola sustancia, a diferencia
de Platén o Descartes que hablaban de dos sustancias, lo fisico y lo mental (Bunge
& Ardila, 2002).

Estas reflexiones en parte dieron pie a la investigacion mas minuciosa del cerebro
humano por distintos fisidlogos de la época tales como Malpighi, que se considera
como uno de los primeros en describir neuronas piramidales, y Thomas Willis, quien
fue uno de los que propuso que la materia gris y blanca eran los centros de la
voluntad (Gross, 1999). Estas concepciones materialistas influyeron en Dennis
Diderot el famoso compilador de La Enciclopedia y Le Metrie autor de “L’homme
machine”, el cual postulaba una vision mas radical del materialismo donde el alma
es parte del cuerpo y en cierta medida el hombre se podria explicar en términos
naturalistas. En este mismo espiritu, Luigi Galvani estudid las propiedades de la
electricidad en cuerpos de ranas, ya que les aplicaba una corriente eléctrica en el
nervio ciatico y observaba contracciones musculares en las extremidades de la
rana, demostrando asi, que la electricidad podia ser esa fuerza misteriosa que

movia el cuerpo (Bennet, 2001).

La concepcion materialista no era la dominante en su época, solo fue a raiz de la
Revolucion Francesa de 1789 como las concepciones mas materialistas se
impusieron en el terreno de la investigacion. Las nuevas ideas se expandieron por

Europa a raiz de las Guerras Napolednicas que difundieron el pensamiento mas



radical de la Revolucién, el cual daba en gran medida primacia a la materia. La
filosofia materialista encontraba en nuevo mundo en el cual florecer durante el siglo
XIX.

Bajo esta misma idea, Joseph Gall pensaba que las facultades mentales o de la
personalidad estaban asociadas con las formas del craneo y a regiones especificas
del mismo (Alvarez, 2012). A esta vision, donde se concibe a cierta parte del cerebro
como responsable de una facultad, se le llamoé localizacionismo. Dicha idea, fue
contrapuesta por el holismo, la cual propugnaba que el cerebro operaba como un
todo en conjunto, propuesto por Pierre Flourens, que postulé que todas las partes

del cerebro eran equipotenciales (Luria, 2015).

I.3 Llegala neurociencia moderna
Al final del siglo XIX, los avances en la fisiologia y en la Teoria Celular favorecieron

el estudio del cerebro con nuevas técnicas. Este fue el caso de Camilo Golgi, el cual
implemento una técnica de tincidén que lleva su hombre con la cual pudo vislumbrar
un nuevo mundo al que no se tenia acceso. Golgi postuld la Teoria Reticular y
posteriormente teorizé sobre el funcionamiento del cerebro, donde plante6 que el
cerebro estaba compuesto por una red neuronal Unica y continua. Contrario a esta
posicion, Santiago Ramon y Cajal propuso que las neuronas son unidades
conectadas unas con otras a través de sefiales, nombradas tiempo después por
C.S. Sherrington como “sinapsis”. A partir de las evidencias recolectadas por la
microscopia de electrones (Sotelo, 2020), se comprobd que el cerebro estaba
conformado por unidades discretas. No obstante, con el descubrimiento de las gap
junctions, que son conexiones muy estrechas que se llegan a dar entre las células,
la teoria reticular de Golgi ha tomado un nuevo aire (Sotnikov, 2019); dichas

conexiones también tiene un papel en la memoria (Shih & Wu, 2017).

Debido a las aportaciones de Cajal, Charles Sherrington postul6é la comunicacion
entre las neuronas llamada sinapsis, esto motivo el estudio del sistema nervioso
para conocer cuales serian los mecanismos por el cual la transmisién pasaba de
neurona a neurona. El resultado de esta busqueda resulté en el descubrimiento de

la acetilcolina en 1921 por el aleméan Otto Lewi (Alvarez, 2010). La confirmacion de



gue la liberacién de acetilcolina en conjunto con otros neurotransmisores serian los
principales involucrados en la sinapsis llegaria hasta 1954 con la invencion del
microscopio electronico (De Robertis & Bennett, 1954). También a inicios del siglo
XX, Richard Semon postul6 la teoria del engrama, que denomina a la entidad
hipotética que almacena un recuerdo dado y que esté distribuido en el cerebro, y la
euforia, el mecanismo por el cual la memoria era evocada (Robins, 2018). Aunque
Semon no tenia los medios para confirmar dichas hipotesis, en recientes afios ha
revivido su figura debido a los recientes descubrimientos sobre la naturaleza de la
memoria (Tonegawa et al., 2015).

La basqueda del engrama no se limitd a Semon precisamente, también incluyé a
Karl Lashley, alumno de John B. Watson y pionero en la técnica de ablacion
cerebral. A Lashley se le adjudica el haber popularizado el término de engrama,
sacado de los trabajos de Semon. A raiz de sus trabajos en ablacién cerebral en
ratas postulé el principio de “accién de masas” el cual el cerebro funciona como un
todo holistico (Josselyn, Kéhler & Frankland, 2017).

En 1949, Donald Hebb, un alumno de Lashley, propuso: “Cuando el axén de una
célula A esta lo suficientemente cerca para excitar una célula B y repetidamente
participan disparando, tomara lugar procesos o cambios metabdlicos en una o
ambas células, de tal modo que la eficacia de A en disparar a B se ve aumentada”
(Hebb, 1949). A partir de estos marcos formulados por Hebb, basado en la idea que
la memoria podria explicarse como cambios en la fuerza de las conexiones
neuronales, el estudio de la memoria se dividié en dos interrogantes (Kandel &
Pittenger, 1999):

e (En qué estructura del cerebro se integra la memoria? Y ¢como es que los
circuitos neuronales trabajan juntos, para procesar y evocar las memorias?

e Por otro lado, persiste el problema molecular y celular, esto hace referencia
a describir los mecanismos por los cuales, ocurren los cambios sinapticos

gue favorecen el mantenimiento de la informacion.



De esta manera, el presente trabajo pretende dilucidar el papel de la via amigdala
basolateral (BLA) — corteza insular (Cl) en la formacion de memorias aversivas,
tratando de aportar mas al primer problema, con el fin de describir los circuitos

neuronales detras de la formacién de memorias aversivas.

[l. Clasificacién de la memoria

[I.1 Clasificacién por su duracién
La memoria se puede definir como la codificacion, consolidacion y la evocacion de

la informacion obtenida a través de la experiencia (Kandel, 2013). La codificacion
de un nuevo trazo de memoria inicia con la transduccién quimica y eléctrica
desencadenada por la estimulacion sensorial, ya sea auditiva, visual 0 gustativa,
etc. de esta manera se genera una representacion neural del estimulo, activando
los procesos que implican el establecimiento de una memoria (Leff et al., 2002).
Posterior a que la informacion fue codificada, ésta tiende a consolidarse a través de
la modificacién de las neuronas mediante la sintesis de proteinas a la que esta
vinculado este proceso (McGaugh, 2000); por ultimo, dicha informacion puede ser
evocada cuando el organismo lo requiera (Abel & Lattal, 2001).

Una forma de clasificar la memoria es por el tiempo que se mantiene la informacion.
Por un lado, la Memoria de Corto Plazo (MCP), es aquella memoria que puede estar
durante horas o minutos, en cambio la Memoria de Largo Plazo (MLP), puede
permanecer durante mucho mas tiempo, incluso toda la vida; tal como se muestra
en la Figura 2. Tanto la MCP como la MLP dependen de la comunicacion en las
sinapsis y las subsecuentes cascadas de sefializacion que se desencadenan. Sin
embargo, se ha propuesto que la MCP tiene dos caracteristicas principales
(Benfenatti, 2007):
e Cambios en la excitacion-secrecién en el acoplamiento a nivel presinaptico,
promovido por cambios en la conductancia en los canales, debidos a la

fosforilacion y al flujo de Ca*2.

e A nivel postsinaptico se encuentra un cambio en la concentracion de Ca*?
debido a la actividad de los receptores glutamatérgicos/NMDA; ademas hay

cambios en la actividad de diferentes cinasas, como la calmodulina, proteina



cinasa C (PKC) y tirosina cinasas que promueven la fosforilacion de
receptores, y a su vez generan mensajeros retrogrados, como el 6xido nitrico
y acido araquidonico, que terminan llegando a la presinapsis, lo que provoca
un aumento en la liberacion de neurotransmisores asociados a los

potenciales de accion.

En términos generales, la MCP requiere de modificaciones postraduccionales que

favorecen la integracion de informacién por un periodo corto (Abel & Lattal, 2001).

Fuerza de la memoria

Memoria a corto plazo
(segundos a horas)
NN :
X Memoria a largo plazo
\ (Horas a meses)

Memoria duradera
(Meses a toda la vida)

Tiempo

Figura 2. Clasificacién de la memoria por su duracion (tomado de McGaugh, 2000).

La memoria en el corto plazo tiende a tener mayor fuerza(amarillo), si esta se

consolida en el corto plazo perdurara por un tiempo mayor (azul), o hasta para toda

la vida (blanco).

En el caso de la MLP, es necesaria la produccion de nuevas proteinas para que se

modifiquen estructuralmente a las neuronas involucradas en el trazo de memoria.

Para ello, se necesita una activacion constante de las cascadas de sefalizacion

celular involucradas en la sintesis de nuevas proteinas o factores de crecimiento

(Jarome, & Helmstetter, 2014). Un modelo que ha sido utilizado para comprender



los mecanismos detras del establecimiento de la MLP es la Potenciacién a Largo
Plazo (LTP, por sus siglas en inglés), que consiste en un fortalecimiento persistente
de la sinapsis como resultado de los patrones de la estimulacion de alta frecuencia.
Esta actividad provoca un mayor flujo de Ca*? dentro de la neurona debido a un
incremento en la activacion de receptores NMDA, lo que lleva a la activaciéon de la
Ca*?/calmodulina dependiente de calcio (CaMKIIl) y adenilato ciclasa (AC), lo que
conlleva un incremento de cAMP (adenosina monofosfato ciclico), activando a la
cinasa dependiente de AMPc (PKA), la cual transloca al nucleo de la célula donde
fosforila CREB (factor de transcripcion), favoreciendo la expresion de genes de
expresion involucrados en el crecimiento axonal, modificacion de la estructura

sinaptica y su funcién (Hawkins, Kandel & Bailey, 2006; Bozon et al, 2003).

[1.2 Clasificacion por el tipo de informacion
En la antigiiedad y hasta finales del siglo XIX, la memoria se habia pensado como

un ente Unico, no se hacian distinciones entre los diferentes sistemas de memoria
que conocemos en la actualidad (Figura 3). No obstante, uno de los psicélogos que
empezo a cuestionar esta idea fue William James, el cual postulaba que la memoria
podia distinguirse entre recuerdos y habitos (Kandel & Pittenger, 1999). En los afios
50, se registro un caso paradigmatico dentro del estudio de la memoria; fue el caso
del paciente Henry Gustav Molaison, un hombre al que se le extirp6 bilateralmente
el 16bulo temporal medial como tratamiento para mitigar los frecuentes ataques
epilépticos. Como consecuencia de la cirugia, cursdé con una amnesia anterégrada,
ya que no podia formar nuevos recuerdos (Scoville & Milner, 1957). Sin embargo,
se encontré que podia aprender nuevas tareas motoras, lo que demostraba que la
memoria puede clasificarse en diferentes tipos de memoria dependiendo del tipo de
informacion que integraba (Corkin, 1965). Otro caso paradigmatico que mostré que
habia diferentes clases de memoria fue registrado por Tulving (1988), este fue el
caso de un motociclista nombrado K.C. que sufrié de una lesion en la parte del
hemisferio izquierdo, provocando una amnesia retrograda; de manera interesante,
no podia recordar ningln evento personal pero si sobre informacion de su trabajo.
Todos estos datos sugieren que en el cerebro se pueden procesar diferentes tipos

de informacion, dando asi una clasificacion de la memoria dependiendo de la



informacion que contenga. De tal manera, la memoria puede clasificarse en dos

grandes categorias: la memoria declarativa y la memoria no declarativa.
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Figura 3. La clasificacién de la memoria por el tipo de informacion. (Adaptado de

Bear, Conors & Paradiso, 2016). Dependiendo la informacion que se adquiere, esta

se almacena de distinta forma en la MLP.



1.2.1 Memoria declarativa

La memoria declarativa se puede definir como aquella memoria que esta implicada
en la adquisicion y el uso del conocimiento sobre hechos (semantica) y eventos
(episddica) (Tulving,1998). La memoria semantica contiene los conocimientos
acerca del mundo, tal como la estructura del ADN o la capital de Espafia (Eiling et
al, 2013), es posiblemente la memoria que tenemos mas presente cuando vamos a
la escuela. Mientras que al recordar cuando fue nuestro mejor cumpleafios o
vacaciones, se debe a la memoria episodica, que se define como aquella memoria
gue almacena los acontecimientos individuales del organismo (Bear, Connors &
Paradiso, 2016).

1.2.2 Memoria no declarativa
Esta memoria se puede considerar como aquella informacion que se expresa a
través de su ejecucion (Squire & Zola,1996). Entre las memorias no declarativas
estan los habitos y habilidades que se han aprendido a través del tiempo, el priming,
y los aprendizajes asociativos. El priming se define como la influencia que tiene la
presentacion de un estimulo sobre la respuesta de un estimulo similar (Janiszewski
& Wyer, 2012), este fenébmeno ha sido estudiado mas en humanos a través de
contenido Iéxico; por ejemplo, si a unas personas se les exponen imagenes de
comida y después se les pide completar palabras incompletas, los sujetos tenderan
a completar las palabras con contenido referente a comidas debido a la exposicién

del estimulo inicial.

Por otra parte, el aprendizaje asociativo se puede definir como el proceso a través
el cual los organismos adquieren informacion acerca de las relaciones entre eventos
y entidades en su ambiente (Christian, 2010). Se han clasificado dos tipos de
aprendizaje asociativo: el operante o procedimental y el clasico. El condicionamiento
operante es un aprendizaje por el cual la frecuencia de la conducta se modifica o se
altera debido a las consecuencias que esta produce (Reynolds, 1973). Por otra
parte, esta el condicionamiento clasico, el cual Ivan Pavlov inicié su estudio hace
mas de un siglo. Dicho estudio consistio en provocar la respuesta de salivacion

cuando se tocase una campana. Para lograrlo, primero identificO el estimulo



incondicionado (El), que es aquel estimulo que provoca una respuesta sin
necesidad de un aprendizaje previo, como es la comida; conocida como respuesta
incondicionada (RI). Para lograr el condicionamiento, presenté el sonido de una
campana con la posterior entrega de comida, después de unos ensayos, la
campana era el estimulo que anunciaba la llegada de la comida (El), por lo que el
sonido de la campana se convirtio en el Estimulo condicionado (EC) ya que ahora
el sonido de la campana era el estimulo que predecia la aparicion de la comida y la
subsecuente respuesta de salivacion o respuesta condicionada (RC) (Rescorla &
Wagner, 1972). Entre las multiples asociaciones que se pueden establecer
mediante el condicionamiento clasico, la relacién entre la ingesta de alimentos y sus
consecuencias post-ingestivas es relevante para la adaptaciéon de los organismos,
ya que es a través de este aprendizaje que los individuos reconocen las fuentes de
alimentos que son seguros y evitan aquellos que les pudieran causar un dafo o

molestia al organismo.

lll. Condicionamiento de aversion al sabor

Con el descubrimiento y posterior expansion del conocimiento del condicionamiento
pavloviano, surgieron diferentes modelos que han permitido explorar la memoria de
aversion. Los paradigmas de condicionamiento de aversion son extensamente
utilizados para estudiar los procesos neurobiol6gicos asociados al establecimiento
de dicha memoria debido a su simplicidad, y a que en pocas sesiones se pueden
tener memorias bastante robustas.

Entre los condicionamientos con un componente aversivo se encuentra el
Condicionamiento de Aversion al Sabor (CAS) (Reilly & Schachtman, 2008). El
primer registro del uso de esta metodologia fue hecho por Garcia y cols, los cuales
reportaron que los organismos consumen menos sacarina cuando se les presenta
de nueva cuenta, si esta fue previamente pareada con la exposicion a radiacion
(Garcia, Kimeldorf & Koelling, 1957). Desde ese entonces, el CAS ha sido bastante
util para describir las diferentes fases de una memoria, las estructuras involucradas
y los mecanismos neurobiologicos asociados al establecimiento de esta tarea, ya

gue una sola asociacion entre el EC-EI puede inducir memorias bastantes fuertes.



.1  Sustratos neuronales del CAS
Como se vio anteriormente, el condicionamiento clasico trata de las relaciones que

se establecen entre dos estimulos, o0 como es que un EC puede predecir la llegada
de un EIl. En el paradigma del CAS, los animales son expuestos a un sabor
novedoso (EC) y posteriormente se les induce malestar gastrico (El) generalmente
provocado por la administracion de cloruro de litio (LiCl). En una siguiente
presentacion, el EC provocara una respuesta de aversion, la cual se registra como
un menor consumo del liquido saborizado (Reilly, & Schachtman, 2008). Mediante
diferentes técnicas farmacolégicas (Bermudez-Rattoni, 2004) y electrofisiolégicas
(Yamamoto & Yashoshima, 2007), se han identificado las estructuras cerebrales
que estan asociadas a la codificacion de los estimulos gustativos y viscerales, asi

como al proceso de asociacion entre estos.

.2  Sustratos anatomico-funcional del EC vy del El
La deteccion de un sabor ocurre a partir de la estimulacion de las papilas gustativas

que transducen la informacion gustativa, cada una responde ante los diferentes
guimicos que componen nuestras comidas. Se han identificado 5 sabores como es
el caso de lo dulce, amargo, salado, acido y umami. Con la estimulacion de las
células gustativas, la informacion viaja a través de los pares craneales VII (facial),
glosofaringeo (IX) y vago (X); estos proyectan hacia la parte rostral del nucleo del
tracto solitario (NTS) (Simon et. al.,, 2006). Después, la informaciéon viaja
ipsilateralmente al nucleo posteromedial parabraquial (PBN), en este punto de
relevo hay conexiones que van al hipotalamo lateral, estria terminal, amigdala
central, amigdala basolateral (BLA) y corteza insular (Cl) (Reylli, 1999, Shi &
Cassell, 1998). Asimismo, es necesario describir las vias involucradas en el
procesamiento del estimulo incondicionado (EIl) que, en este caso, es una irritacion
del sistema gastrointestinal. La estimulacion por parte del El es sefalizada por el
nervio vago, si los agentes quimicos que provocaron la irritacion del sistema
gastrointestinal estan presentes en la sangre, estos pueden llegar al Area Postrema
(AP), que es una zona donde la barrera hematoencefalica es mas permeable que
en el resto del cerebro (Reilly,1999); el AP proyecta hacia el NTS (caudal) (Figura

4), que a su vez, tiene fuertes conexiones con PBN. El PBN manda la informacién



a la parte ventral posterior del tAlamo (VPL), se sabe que el VPL tiene conexiones
con la Cl y BLA (Bernard, Alden & Besson, 1993). Entre las estructuras descritas
anteriormente, la amigdala y la Cl tienen una interaccion que parece estar implicada

en los procesos de adquisicidon y consolidacién de las memorias aversivas.

Corteza insular Télamo posteromedial

Nticleo del tracto solitario
(rostral)

Niicleo del tracto solitario
(caudal)

Figura 4. Se muestran los principales relevos en la transmision de la informacion
gustativa. Se observa como la informacion del par craneal X (vago), llega a la
porcién caudal del NTS, mientras que la informacion proveniente del VIl y IX, es
procesada por la parte rostral, al final tanto el procesamiento del EC y el El, es
procesado por la amigdala y la corteza insular. Las lineas rojas corresponden a la
informacion correspondiente al El y las lineas azules al EC (tomado de Bermudez-
Rattoni, 2004)



1.3  Neurobiologia del CAS
Previamente se describieron las rutas que lleva la informacion, tanto del EC como

del El, para la formacion del CAS; de manera importante, existen estructuras
cerebrales que ademas de patrticipar en la sefializacion gustativa y visceral, también
tienen un papel relevante en los procesos cognitivos como el aprendizaje y la
memoria. En el caso del CAS, la amigdala y la Cl poseen una participacion
fundamental en la formacion de memorias gustativas de aversion, pero también
estan involucradas en memorias con un componente emocional y de reconocimiento
(Balderas et al., 2008; Mcintyre, Hatfield & McGaugh, 2002), a continuacion, se
exponen las evidencias y mecanismos que implican a ambas areas en la formacién
del CAS.

[11.3.1 Amigdala
La amigdala proviene de la palabra griega “amygdale”, que significa almendra. La

amigdala fue descrita a finales del siglo XIX por Burdach, quien la nombro asi (Reilly
& Bornovalova, 2005). La amigdala es una masa de materia gris, ubicada en la
porcién anterior y medial del I6bulo temporal. Se divide en tres secciones, central
(CeN), basolateral (BLA) y medial de acuerdo a su citoarquitectura. La amigdala
tiene diferentes tipos de células; en la BLA cerca del 80% son neuronas espinosas
glutamatérgicas y el 20% restante son interneuronas GABAérgicas (Duvarci & Pare,
2014). La amigdala central, la cual podemos dividir en central medial (CeM) y central
lateral (Cel), tiene en su gran mayoria neuronas GABAérgicas, ademas las
neuronas del CeM se les ha descrito con un largo soma y pocas espinas dendriticas,
en cambio las neuronas del CeL muestran un pequefio soma y una mayor cantidad
de dendritas y espinas. La amigdala es una estructura evolutivamente conservada
y tiene similitudes con otras especies en las que se incluyen hasta la familia de los
anuros, que incluye a las ranas (Gonzéalez & Moreno, 2009). Al parecer, es una
estructura que ha surgido como integrador de diferentes sentidos, por lo que ha
tenido un papel adaptativo al ser un centro que puede reaccionar ante diferentes
estimulos interoceptivos como exteroceptivos (Knuepfer, 1995). Diferentes
organismos durante su historia evolutiva han desarrollado diferentes partes de la

amigdala, pero en el caso de los mamiferos se han encontrado areas distintivas



como es la amigdala basolateral, esto puede ser debido a su conexién con el
sistema olfativo que por lo regular es mas sensible en los mamiferos que en otros

grupos de animales (Réwniak et al., 2021).

Se ha documentado que la amigdala CeN tiene proyecciones hacia el hipotalamo
y el tronco encefalico (Fudge & Tucker, 2009), por lo cual se le ha relacionado a
conductas autonémicas y viscerales, como lo es la expresion de congelamiento y
sobresalto (Kalin, Shelton & Davidson, 2001). La porcion medial tiene proyecciones
hacia el nucleo parabraquial, nacleo de la estria terminal, talamo medial y el tronco
encefalico (Fudge & Tucker, 2009). Esto muestra que tanto el CeN como la
amigdala medial estan méas conectadas hacia partes mas posteriores del cerebro.
Ademas, la BLA es una regién importante para la adquisicién y el mantenimiento
del condicionamiento al miedo. La BLA recibe proyecciones del tronco encefalico
monoaminérgico, nucleo intralaminar del tdlamo, hipocampo ventral y la corteza
orbitofrontal (Mcdonald, 1992; Huff et al., 2016). Ademas, tiene proyecciones hacia
la Cl y corteza orbitofrontal (Gil-Lievana et al., 2020; Schoenbaum, Chiba &
Gallagher, 1998) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema sobre las conexiones de las diferentes porciones de la amigdala
con sus entradas y salidas, los diferentes tipos de flechas muestran las relaciones
entre el tipo de estimulo y la estructura de la amigdala que va méas asociado
(Modificado de Pabba, 2013).

Los primeros indicios sobre el papel de la amigdala en el comportamiento
provinieron de Brown & Sharpey-Schafer (1888), los cuales retiraron el l6bulo
temporal de monos rhesus y observaron que los animales no reconocian sabores u
objetos como consecuencia de la lesién. Afios después, Kluver y Bucy (1997),
lesionaron la parte temporal del cerebro encontrando un fenémeno similar; aunado
a esto, se reportd una alteracion en la conducta sexual y en el comportamiento
afectivo. Es importante sefialar que los animales lesionados ya no desarrollaban
miedo ante amenazas como una serpiente. A este tipo de comportamientos se
denomind “sindrome de KllUver y Bucy”, y se presenta tanto en primates no humanos
como en humanos, ya que las lesiones del I6bulo temporal que incluyen a la
amigdala, provoca conductas muy parecidas a las descritas por Kluver y Bucy (Soto-
Cabrera, Gonzalez-Aguilar & Marquez-Romero, 2010). Gran parte de los sintomas

asociados o los desérdenes presentados por los monos rhesus tales como la



“‘mansedumbre” y la pérdida de miedo se debi6 a la lesion en la amigdala
(Weiskrantz, 1956).

En la actualidad, hay evidencia que demuestra la participacion activa de la amigdala
en el miedo, ansiedad, y la emocién (Duvarci & Pare, 2014; Lee et al., 2017). Prueba
de esto, se ve en el estudio de Huff, et al. (2013), donde se reportd que la
inactivacion de la amigdala impide que el animal realice correctamente una tarea de
evitacion inhibitoria, lo que muestra que la estructura esta directamente involucrada
en el aprendizaje del miedo. Ademas, también se considera a la amigdala como
parte fundamental para establecer asociaciones entre sabores y malestar gastrico
en la memoria de aversion al sabor (Osorio-Gémez, Bermudez-Rattoni & Guzman-
Ramos, 2010). El establecimiento de memorias aversivas genera cambios en la
comunicacion, estructura y plasticidad de la amigdala; entre algunos de los cambios
reportados, se ha observado que la amigdala expresa genes de expresion temprana
(IEG) asociados al proceso de consolidacion de la memoria y que facilitan
modificaciones estructurales y funcionales (Shepherd & Bear, 2011) necesarias
para el mantenimiento del CAS (Panguluri et al., 2012).

[11.3.2 El papel del glutamato en el CAS
El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central

(Brady et al., 2011). Su papel en distintas funciones es especialmente importante
sobre todo en la memoria. En el caso de la amigdala, gran parte de las neuronas
del BLA son glutamatérgicas. La produccién de este neurotransmisor empieza a raiz
del ciclo de la glucdlisis y del ciclo del &cido tricarboxilico, en los cuéles la glucosa
es convertida en a-ketoglutarato, que su vez, al agregarse un grupo amina se
transforma en glutamina, todo este proceso ocurre dentro de los astrocitos (Hertz,
2013). Esta glutamina es liberada, y llega a la neurona, la glutamina se transforma

en glutamato a través de la enzima glutaminasa (Brady et. al., 2011).

Una vez que se ha sintetizado el glutamato, este se libera al espacio sinaptico y
puede activar a alguno de los receptores glutamatérgicos. Existen 3 tipos de



receptores glutamatérgicos ionicos, AMPA (a -amino- 3-hidroxi- 5 metil- 4- isoxasol-
propionato), NMDA (N- metil- D- aspartato) y receptores de kainato. Los nombres
se derivan por los agonistas que los activan (Purves, 2007). También existen tres
clases de receptores glutamatérgicos metabotropicos divididos en grupos
(Niswender & Conn, 2010):

e Grupo I: mGluR1 y mGIuRS5. Se consideran excitatorios.

e Grupo ll: mGIuR2 y mGIuR3

e Grupo lll: mGluR4, mGIluR6, mGIuR7 y mGIuR8. Tanto el grupo Il como el

[l se les ha identificado como inhibitorios.

La activacion de los canales iénicos permite la entrada de iones de Ca*? y Na* al
interior de la célula, lo que activa cascadas de sefializacion celular, que son
importantes para la consolidacion de la memoria. En general, los receptores
glutamatérgicos activan segundos mensajeros debido a la entrada de iones, que
modifican la actividad de IP3 (inositol trifosfato, 1,45) y AMPc. Los receptores NMDA
y AMPA han sido ampliamente asociados al aprendizaje y la memoria (Riedel, Platt
& Micheau, 2003), por lo que su implicacion en la memoria de version ha sido
ampliamente estudiada. Como se describié anteriormente, la mayor parte de las
neuronas en BLA son glutamatérgicas, y su implicacién en tareas de aversion ha
sido ampliamente documentada. De manera particular en el CAS, Yasoshima,
Morimoto & Yamamoto (2000), utilizaron tres antagonistas glutamatérgicos, APV,
CNQX y MCPG. El APV actlua sobre los receptores NMDA y el CNQX sobre los
receptores AMPA, bloqueando la entrada de iones a las neuronas; mientras que
para inactivar los receptores metabotrépicos glutamatérgicos administraron MCPG.
Los resultados muestran que la inactivacion de los receptores tanto ionotropicos
como metabotropicos, provoca una disrupcion en la adquisicion del CAS, lo que
significa que los tres tipos de receptores son esenciales para la tarea. Ademas,
describieron que durante la etapa de evocacion se requiere de la activacion de los

receptores AMPA para la correcta ejecucion de la tarea.

Asimismo, la adquisicion y consolidacion de la memoria gustativa de aversion



requiere de la actividad glutamatérgica, prueba de ello es que existe una liberacién
de glutamato en la BLA después de la inyeccion de LiCl (Guzman-Ramos et al.
2012; Miranda et al., 2002). Cabe destacar que la administracion de glutamato intra
amigdalar pareado con un EI débil incrementa la respuesta del CAS, mostrando asi
que la liberacion de glutamato es necesaria para la sefializacion del malestar
gastrico y la adquisicion del CAS (Tucci & Hernandez, 1999).

Ademas, Guzman-Ramos et al. (2012), mostraron a través de la técnica de
microdialisis, que existen dos eventos de liberacion glutamatérgica: tanto en el
momento de la induccidn de malestar gastrico como a los 45 minutos posteriores a
la asociaciéon EC-EI; la segunda liberacién de glutamato en la BLA podria estar
asociada con la consolidacion del CAS, ya que la inyeccion de un antagonista de
los receptores NMDA en la BLA antes de la segunda liberacion de glutamato impide
la consolidacion del CAS.

[11.3.3 Norepinefrina
La norepinefrina al ser parte de las catecolaminas, comparte la misma via de

sintesis que la dopamina. La sintesis de norepinefrina ocurre principalmente en el
nucleo locus coeruleus (LC), ubicado en el tronco encefélico (Purves, 2007), la cual
comienza a partir del aminoacido no esencial, L- tirosina, después la enzima tirosina
hidroxilasa forma L-dopa; la enzima dopa descarboxilasa forma la dopamina, y
finalmente la enzima dopamina-B-hidroxilasa la convierte en norepinefrina o
noradrenalina. Se han identificado 5 receptores, a1, a2y B1, B2y

B3, los cuales estan acoplados a proteinas G, al activarse el receptor al se
promueve la activacion de fosfolipasa C para producir IP3 y DAG que a su vez
activan PKC. En caso de los receptores B, su cascada empieza mediante la
activacion de adenilato ciclasa (AC) que, a su vez, produce AMPc, la cual activa
PKA (Stansfield, 2014).

Se ha registrado que el LC aumenta su actividad ante estimulos que desencadenan
respuestas de miedo y ansiedad, debido a sus conexiones con la amigdala central

y lateral (Gu et al.,, 2020 & Herry & Johansen, 2014). Ademas, el papel de la



norepinefrina en la amigdala estd ampliamente documentado en diferentes
paradigmas de miedo condicionado (Mark et al., 1975, Miranda et al., 2003 & Schiff
et al., 2017); ya que la inhibicion de los receptores beta-adrenérgicos en la
amigdala, mediante la administracion de propranolol, afecta negativamente la
ejecucion de la tarea (Miranda et al., 2003). Ademas, Mclintyre, Hatfield & McGaugh
(2002), reportaron que existe una elevacion sostenida de norepinefrina hasta por 2
horas después de la adquisicion de una tarea de inhibicidn evitatoria, por lo que
estaria implicada en la consolidacién de dicha tarea. Adicionalmente, Guzman-
Ramos et al. (2012), encontraron un incremento en la liberacién de norepinefrina en
la BLA en tres ocasiones: cuando se le presenta el EC (sacarina), durante la
administracion del LiCl y 45 minutos aproximadamente después de la asociacion
EC-El. En el mismo estudio, la administracion de propranolol, antagonista de los
receptores B-adrenérgicos, en la BLA antes de la tercera liberacion de norepinefrina
ocasiond un déficit en la consolidacién de la tarea. Por lo que se ha hipotetizado
que la liberacion de norepinefrina esta relacionada a los procesos de aversion y de

consolidacién de la memoria

.4  Corteza Insular
El término “insula” proviene del latin “isla” por su ubicacion en el cerebro, ya que se

encuentra escondida al interior de la cisura silviana. Se ha descrito que la Cl en
humanos y primates esta plegada profundamente dentro del surco lateral de cada
hemisferio (Nieuwenhuys, 2012). En los roedores, la Cl estd expuesta sobre la
superficie lateral del hemisferio, encima de la fisura rinal. Tiene una porcién anterior
y posterior, con aferencias y eferencias a diferentes estructuras (Gogolla, 2017).
Esta area recibe aferencias del LC, nucleos de rafé (NF), area ventral tegmental
(VTA) y del ndcleo basal de Meynert (BN); a su vez también tiene conexiones
reciprocas con otras estructuras de interés como la amigdala, hipotalamo, corteza

frontal, somatosensorial, talamo, bulbo olfatorio e hipocampo (Gogolla, 2017).

La CI esta dividida en tres porciones: granular, disgranular y agranular. Esto hace
referencia a la presencia o ausencia de capa IV en la corteza, la cual contiene

neuronas granulares. La capa granular es la Unica zona de la corteza insular que no



envia proyecciones a la amigdala. En cambio, la region disgranular tiene una mayor
cantidad de conexiones hacia la amigdala (Shi & Cassell, 1998). Ademas, la region
disgranular ha recibido cierta atencién pues se ha asociado a funciones de tipo
propioceptivo (Forget, Pushparaj & Le Foll, 2010; Ogawa, Murayama & Hasewaga,
1990) y de eleccion (Pushparaj et al., 2015). La capa agranular esta dividida en dos
secciones: rostral y ventral. La parte dorsal tiene proyecciones hacia el ndcleo
parvocelular, media y posterior del talamo; a través de trazadores anterogrados
también se ha confirmado que también tiene conexiones glutamatérgicas hacia la
amigdala lateral y basolateral (Shi & Casell, 1998; Kobayashi, 2011).

[11.4.1 Papel de la Cl en el CAS
La CI tiene un papel fundamental para la correcta adquisicién, consolidacion

(Bermudez-Rattoni & McGaugh 1991; Schafe & Bernstein, 1998, Yamamoto et. al.,
1994 & Bermudez-Rattoni, 2004) y evocacién (Yamamoto, Matsuo & Kawamura,
1980) del CAS; ya que las lesiones en la Cl hechas antes del entrenamiento o de la
prueba provocan una disminucién en el mantenimiento de la tarea. Ademas, Gallo,
Roldan & Bures (1992), inactivaron la Cl mediante la infusion de tetrodotoxina (TTX)
antes y después de la adquisicion, ocasionando una disrupcion en el
establecimiento de la tarea de CAS. Asimismo, se ha encontrado que la
administracion de escopolamina, un antagonista de los receptores colinérgicos
muscarinicos, impide el establecimiento del CAS (Naor & Dudai,1995). De manera
similar, en un trabajo realizado por Berman et al. (2000), se encontré que los
receptores a glutamato, B-adrenérgicos, dopamina y GABA-A en la Cl participan en

la adquisicion de la tarea.

Otros trabajos también han confirmado el papel funcional de la CI en el
establecimiento del CAS; por ejemplo, la liberacion de glutamato y dopamina
posteriores a la adquisicion de la tarea, son necesarios para que la tarea se pueda
consolidar (Guzman-Ramos et al., 2010). Ademas, la actividad de AMPc esta
involucrada en la consolidacién de la tarea, ya que al administrar un analogo del

AMPc (8-Br-cAMP), se observd una mejora en la ejecucion del CAS (Miranda &



McGaugh, 2004). También se ha observado que la inhibicion de sintesis de
proteinas en la ClI impide la consolidacion de la tarea del CAS (Garcia-DeLaTorre
et al., 2009). De igual manera, la inhibicién de la sintesis de proteinas por medio de
un inhibidor transcripcional como el DRB ocasiona un déficit en la consolidacion del
CAS incluso si es administrado 7 horas después de la adquisicion (Rodriguez-
Blanco, Rivera-Olvera & Escobar, 2019). Asimismo, la expresion de genes de
expresion temprana favorece la consolidacion de la memoria, ya que la inhibicidon
farmacoldgica de la expresion de la proteina asociada al citoesqueleto regulada por
actividad (Arc) en la en Cl impide el establecimiento de la tarea (Guzman-Ramos et
al.,, 2010). En la fase de evocacion, los receptores AMPA también estan
involucrados en la ejecuciéon de la tarea, ya que la inactivacién de los receptores
AMPA afect6 negativamente la realizacion de la tarea. Por lo que la actividad de los
receptores AMPA es esencial para evocar la tarea (Berman et al., 2000). De esta
manera, se puede concluir que la CIl esta involucrada en las tres fases de la
memoria, y que depende de diferentes sistemas de neurotransmisores, tales como

el glutamatérgico y catecolaminérgico.

IV. Via Amigdala basolateral a Corteza insular

Como se ha revisado anteriormente, tanto la BLA como la Cl estan involucradas en
la adquisicion, consolidacion y evocacion del CAS; ademas, ambas estructuras
estan altamente interconectadas (Gherlach et al, 2019). La proyeccion de la BLA
hacia la Cl est& reportada desde hace tiempo en un trabajo realizado por Krettek &
Price (1974), utilizando un marcador (prolina tritiada) inyectada en el nucleo
amigdalino se observaron proyecciones hacia la Cl. Esta proyeccion también
participa en el CAS; esto debido a que la activacion de la via asociada al malestar
gastrico mostré una respuesta facilitadora en la amigdala y la corteza insular
(Yamamoto, Azuma & Kawamura, 1984; Kayyal et al., 2019).

Un estudio mas reciente (Abe et al, 2020), mostrd que la actividad de Cl en la tarea
de CAS esta estrechamente relacionada a la actividad de la BLA; Ademas que la
actividad singular por si misma es incapaz para establecer un CAS esto es debido
a la actividad concomitante que tiene la amigdala en este proceso, ya que se ha



mostrado que, si la amigdala se inactiva durante el periodo de adquisicion, la
liberacion de dopamina y glutamato no ocurre en Cl, y esto trae como consecuencia
gue no se consolide el CAS (Guzman-Ramos et al., 2010 & Guzman-Ramos et al.,
2012). Otro aspecto funcional de esta via, es que la induccién de estimulacién de
alta frecuencia en BLA produce LTP en Cl a través de la actividad de los receptores
NMDA, lo que indicaria que ambas areas estarian relacionadas (Escobar, Chao &
Bermudez-Rattoni, 1998). Adicionalmente, la estimulacion de la via produce una

notable mejoria en el CAS (Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000).

IV.1 Importancia de lareactivacion de la via BLA-CI
La reactivacién neuronal se ha pensado como un proceso en el cual, la actividad

repetida de redes neuronales hace mas eficiente las conexiones necesarias para
establecer los trazos de memoria, a esto se le ha denominado “teoria de la
reactivacion del trazo” (Hoffman & McNaughton, 2002). Para el caso del CAS, se ha
registrado un aumento en la actividad electrofisiologica en la amigdala, a través de
electrodos, después de 30 minutos de haberse realizado el condicionamiento
(Yamamoto & Fujimoto, 1991), la cual esta vinculada a la actividad de los receptores
NMDA dependientes a glutamato. Adicionalmente, en Guzman-Ramos et al. (2010),
se encontré que la liberacién de glutamato y dopamina, después de 45 minutos post-
adquisicion al CAS, es dependiente de la actividad de la amigdala, ya que la
inactivacion de la amigdala con TTX impide la reactivacion neuroquimica en ClI, lo
gue provoca que los animales no puedan consolidar la tarea. Como se mencion6
anteriormente, existe una reactivacion neuroquimica en la amigdala, observado
como una liberacién de glutamato y norepinefrina (Guzman-Ramos et al., 2012). Se
ha propuesto que la reactivacion asociada a glutamato y catecolaminas
desencadena cascadas de actividad que a su vez estaria vinculada a la sintesis de
proteinas (Guzman-Ramos & Bermudez-Rattoni, 2011), probablemente esta
actividad podria estar vinculada a genes de expresién temprana como Arc que es
fundamental para la consolidacion del CAS (Guzman-Ramos et al., 2011). También
se han registrado oleadas de actividad transcripcional después de 7 horas

(Rodriguez-Blanco et al., 2018), lo que indicaria que existen diferentes ventanas de



consolidacion posteriores a la adquisicion del CAS. Por lo tanto, es probable que el
proceso de consolidacion del CAS requiere de las reactivaciones para la correcta

formacion de la tarea.

IV.2  Optogenéticay memoria
Para valorar la técnica de optogenética y su relevancia en el estudio de la memoria,

es necesario hacer un poco de historia. A inicios del siglo XX el bi6élogo aleman
Richard Semon propuso la teoria del engrama, la cual postulaba que la memoria es
el conjunto de trazos de memoria que se han formado y que de alguna manera se
encontraban en el cerebro. El mecanismo por el cual, estos trazos se evocaban se
llamo ecforia (Robins, 2018). La teoria de Semon quedo en cierta medida olvidada,
ante la incapacidad de ponerla a prueba debido a las técnicas adecuadas para
contrastarlas. En el 2005, se desarroll6 por primera vez la tecnologia para que las
neuronas expresen una opsina capaz de ser activada por luz (Zemelman at al.,
2005). Las opsinas son proteinas que se activa por la luz (Terakita, 2005), y han
sido identificadas en diferentes organismos, siendo la mas utilizada la expresada en
el alga Chlamydomonas reinhardtii (Fenno, Yizhar & Deisseroth, 2011).
Particularmente, la opsina Chanelrodopsin permite el paso de iones de sodio, lo que
a su vez la hace util para despolarizar a una neurona. La expresion neuronal de las
opsinas requiere de la secuencia genética de la opsina en un vector, el cual contiene
también al promotor por el cual la neurona expresa el canal. El promotor mas
utilizado es CAMKII que esta asociado a la actividad de la célula, por estar regulado

por calcio (Fenno, Yizhar & Deisseroth, 2011).

Ademas de las opsinas que promueven la activacion neuronal, existen otras opsinas
utilizadas para hiperpolarizar neurona, entre las que se encuentra la arqueopsina
gue saca iones de potasio y la halorodopsina que es una bomba de iones de cloro
(figura 6). Cada opsina anteriormente mencionada, se activa a cierta longitud de
onda, por ejemplo, en caso del canal de rodopsina (ChR2) su actividad alcanza un

punto maximo aproximadamente a 425 nm (figura 6).
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Figura. 6. Funcionamiento de las opsinas. Diferentes opsinas tienen diferente

mecanismo y responden a diferente longitud de onda. (Tomado de Lee et. al., 2020)

La optogenética ha servido para poner a prueba las propuestas realizadas por
Richard Semon sobre la naturaleza de la memoria, ya que con esta técnica también
se puede mapear las células que se activan a partir de una experiencia. El auge de
la técnica en cierta medida ha podido detectar grupos neuronales asociados al
“‘complejo de engrama” que corresponde a diferentes regiones del cerebro
implicadas en aprendizajes complejos, esto ha sido ejemplo del miedo o recuerdo
falsos (Josselyn & Tonegawa, 2020). Esto ha sido mas explorado por el equipo
liderado por Tonegawa, quien ha podido marcar las neuronas implicadas en el
establecimiento de memorias asociadas al miedo (Liu et al., 2012). Ademas, se han

podido crear recuerdos falsos activando a las neuronas asociadas a una



conducta de miedo, facilitando el entendimiento de los mecanismos generales del

miedo.

IV.2.1 Optogenéticay CAS

Desde hace tiempo se sabe que el cerebro tiene ciertas ventanas en la codificacion
y consolidacion de memorias, esto es un problema en la investigacion del cerebro
ya que se necesita una técnica que pueda alterar o modificar algunas de esas
ventanas para obtener informacion sobre el ¢Qué? ¢Ddénde? ¢ Cuando?

¢, Como? De la memoria. Por ello, la técnica de optogenética ha supuesto una gran
ayuda en dilucidar estas preguntas en la formacion de la memoria. Debido a este
analisis mas fino, se ha podido identificar la importancia de la via que va de BLA a
NBM, ademas que dichas interacciones dependen de tiempos especificos (Arieli et
al., 2020), esto igual aplica para las neuronas de BLA y la corteza gustativa (Pietti
et. al., 2012) es el mismo caso de las neuronas del PBN, que su actividad asociada
a un EC, también genera aversion (Carter, Hang & Palmiter, 2015).

También, se ha podido identificar de manera mas precisa las diferentes
representaciones que tiene el cerebro de los sabores, por ejemplo, al estimular las
neuronas que detectan el sabor amargo en moscas asociado con un EC (fructuosa)
se puede generar un CAS (Keene & Masek, 2012), de igual manera se ha logrado
identificar zonas de la corteza insular que responden al sabor amargo y dulce en
ratones, al ser estimuladas dichas éareas los animales respondieron ya sea
mostrando menos preferencia 0 mas hacia una sustancia (Peng et al., 2015). De
una forma similar, se han inhibido durante la adquisicién la corteza insular,
mostrando una afectacion en la tarea de CAS (Flores et al., 2018). Por lo anterior,
ahora se sabe que distintas regiones tienen una interaccién temporal precisa que

permite al organismo aprender a evitar ciertas sustancias.



V. Planteamiento del problema
Para el establecimiento de memorias aversivas se requiere la participacion de
diferentes estructuras cerebrales, de las cuales tanto en la amigdala en la porcion
basolateral como de la Cl se les ha identificado como estructuras preponderantes
en la formacion del CAS. Ademas, se ha observado que existen cambios
neuroquimicos en ambas estructuras que favorecen la consolidacion del CAS.
También se ha demostrado que existen conexiones reciprocas entre la BLA y la CI
y que podrian tener un papel funcional en el establecimiento de memorias aversivas.
Por lo tanto, es probable que las conexiones monosinépticas provenientes de la BLA
hacia la Cl sean una via relevante para la formacibn de memorias aversivas.
Asimismo, la via BLA-CI podria ser un circuito que participe de forma general en el
establecimiento de memorias aversivas asociadas a sabores como a otros

estimulos.

V.1 Justificacion
El estudio de las memorias de tipo aversivo, ha sido un tema de especial interés

desde la antigliedad. Tanto por su interés filoséfico asociado a menudo al
sufrimiento como en la neurociencia, por ser el tipo de memorias mas robustas. La
investigacion de este tipo de memorias es un paso necesario para el entendimiento
de los procesos neurobiolégicos del CAS. De esta manera, la investigacion de la
implicacion de la via BLA-CI y su reactivacion en este proceso, permitiria aumentar
nuestros conocimientos acerca del por qué son tan robustas estas memorias en su
adquisicién y consolidacién, lo que tendria implicaciones en el estudio de trastornos
psicoldgicos en los cuales las memorias de tipo aversivo impiden a ciertas personas

tener una vida libre de sufrimiento.



V.2 Objetivo General

Determinar si la estimulacion optogenética de la via BLA-CI puede generar el
establecimiento de memorias asociativas de aversion asociadas tanto al contexto o

al sabor.

V.3 Hipotesis
La estimulacion optogenética de la via BLA-CI provocard memorias aversivas

asociadas al lugar y al sabor.

VI. Metodologia

VI.1  Animales
Se emplearon ratas tipo Wistar machos de 280 - 300 g (n=86) del Bioterio del

Instituto de Fisiologia Celular, las cuales fueron puestas en cajas en cajas de
acrilico, y permanecieron a una temperatura de 22 °C, sometidas a un ciclo
luz/oscuridad de 12 horas. El tratamiento experimental fue durante el dia. Todos los
procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo al comité de Etica del Instituto
de Fisiologia Celular (DOG-158-20), basado en los lineamientos del National
Institute of Health (NIH).

VI.2 Infusion de virus e implantacion de férulas
Para la infusion del virus, se anestesiaron a los animales con ketamina (70 mg/kg)

y xilacina (10 mg/kg), para después colocarlos en un aparato estereotéxico. Se
hicieron trépanos bilaterales en el craneo, a la altura de la BLA en las coordenadas
AP: -2.8mm, L: £ 5mm, DV: -5mm respecto a Bregma (Paxinos & Watson, 1998).
Para infundir los vectores virales se usaron dos jeringas de microinyeccion de 10 pL
(Hamilton Co, EUA) montadas en una bomba de infusion (Carnegie Medicine,
Stockholm, Sweden). El volumen total administrado de los vectores AAV-CaMKII-
hChR2-eYFP y AAV-CaMKII-eYFP fue de 0.5 pL bilateralmente y administrados a



una velocidad de 0.1 pL/min, se dej6 un tiempo de difusion de 3 minutos posterior a
la inyeccion. Las inyecciones se realizaron mediante agujas dentales que
descendieron DV: -7.8mm. Los animales tuvieron un periodo de 3 semanas de

recuperacion para la expresion 6ptima del vector.

VI.3 Implantacién de férulas
En la misma cirugia, se implantaron bilateralmente férulas que contenian una fibra

Optica de 9 mm (Thorlabs) en las coordenadas de CI AP: +1.2mm, L: £ 5.5mm, DV
: -bmm (Paxinos & watson, 2006), estas fueron fijadas con cemento dental acrilico

y tornillos.

VI.4 Estimulacion laser
Después del tiempo de recuperacion, los animales fueron estimulados

optogenéticamente durante los experimentos conductuales. Para estimular las
terminales que expresaron la opsina ChR2 del vector AAV-CaMKII-hChR2-eYFP,
se utilizé un laser azul y de potencia 50mW (Laser Glow Technologies) ajustado a
10 mW. Ellaser a su vez fue conectado a un estimulador programado con una tarjeta
arduino para que los pulsos fueran de 20 Hz (45 ms apagado, 5 ms encendido).
Para cada estimulacion, el laser permanecié encendido por 10 minutos (LaLumiere,
2014). Esto fue necesario, ya que en otros estudios se ha reportado que 20 Hz son
los necesarios para generar cambios en la amigdala basolateral (Johansen,
Hamanaka & Ledoux, 2010).

VIl.  Procedimientos experimentales

VII.1 Condicionamiento de aversién al sabor
Una vez recuperados de la cirugia, los animales fueron privados de agua durante

24 hrs. Posteriormente, los animales fueron dotados de agua a las 10:00 hrs. con
dos bebederos de agua con 30 mL cada uno durante 15 minutos, se registro el
consumo de agua para establecer una linea basal de consumo durante tres dias.

Por la tarde, a las 18:00 hrs, los animales fueron expuestos a un bebedero con 15



mL de agua para evitar la deshidratacion. En el dia 4 se realiz6 la adquisicion de
CAS en donde se les presentaron dos bebederos de 30 mL con sacarina al 0.1%
por 15 minutos. Adicionalmente, se agrego6 el grupo NaCl, dia de la adquisicion
recibié una inyeccién intraperitoneal de solucién salina [NaCl (0.15 M, 7.5 mL/Kg)
15 minutos después de haber sido expuesto a la sacarina. También se agrego, el
grupo LIiCl el cual recibié una inyeccion intraperitoneal de cloruro de litio [LiCl (0.15

M, 7.5 mL/Kg)] 15 minutos después de ser expuesto a la sacarina.

Para los grupos de optogenética, siguieron el mismo procedimiento que los
anteriores mencionados en NaCl y LiCL, pero con diferencia que quince minutos
después del consumo se estimuldé la via BLA-CI (Sac+Estl+Est2) mediante
estimulacién laser por 10 minutos, esto se realiz6 para emular el componente
aversivo que se utilizé en un anterior protocolo (Guzman-Ramos et al., 2010); 30
minutos después de la primera estimulacion, la via BLA-CI fue estimulada de nueva
cuenta por 10 minutos. En los dos dias que siguieron se les suministré agua con el
mismo régimen, dos bebederos de agua a las 10 hrs y un bebedero a las 18:00
horas (Figura 7). En el séptimo dia se realizo la prueba de Memoria de Largo Plazo
(MLP), la cual consistié en presentar dos bebederos de 30 mL, uno con sacarina al
0.1% y el otro con agua. Se calculé el indice de preferencia con la siguiente férmula:

(Sacarina consumida/ sacarina + agua).

Se formaron otros dos grupos llamados “Sac + est1” y “Sac + est2”, en el primer
grupo se realiz6 solo una estimulacion, con la cual se pretende demostrar que la
reactivacion a través de la estimulacion es necesaria para el establecimiento del
CAS. En el caso de Sac + est2, se realiz6 la estimulacion después de los 45 minutos,
durante el periodo de reactivacion que se ha descrito (Ver apartado 4.1); de esta
manera se pretende demostrar que tanto la actividad asociada a la adquisicion como
en la reactivacion en conjunto son necesarias para la formacién de una memoria
aversiva. También fue necesario saber si una sola estimulaciéon prolongada sin
reactivacion seria capaz de formar un CAS. Para ello, el grupo denominado “Sac +
estimulacion prolongada” recibié una estimulacién optogenética de 20 minutos

continuos, 15 minutos después de que se les presentara la sacarina. Dicho grupo



demostraria si una sola activacion prolongada, equivalente a dos estimulaciones,

seria capaz de formar un CAS (Tabla 1).

El ultimo grupo eYFP, es un control el cual tiene como diferencia que el vector no

expresa la opsina que es sensible a la luz del laser, sin embargo, curs6 con el mismo

tratamiento conductual y de estimulacion.
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Figura 7. Representacion del procedimiento de CAS con los diferentes grupos.



Grupo

Descripcién

Dosis/ Intensidad

Sac+NaCl

Presentacion de sacarina
por 15 minutos y 15

minutos después recibiran
una i.p. de solucion salina

Sacarina (30 mL a una
concentracion de 0.1%)
NacCl (0.15 M, 7.5 mL/Kg)

I.p.

Sac + LiCl (0.15 M)

Presentacion de sacarina
por 15 minutos y 15
minutos después recibiran
una i.p. de LiCl

Sacarina (30 mL a una
concentracion de 0.1%)
LiCl (0.15 M, 7.5
mL/Kg) i.p.

Sac + Estimulacion
prolongada

Presentacion de sacarina
por 15 minutos y 15
minutos después recibiran
una estimulacion
optogenética prolongada.

Sacarina (30 mL a una
concentracion de 0.1%)
Estimulacion optogenética
(20 min, 10 mW /20 Hz)

Sac + Estl + Est2

Presentacion de sacarina
por 15 minutos y 15
minutos después recibiran
una estimulacion
optogenética de 10 min,
30 minutos después
recibiran una segunda
estimulacién optogenética

Sacarina (30 mL a una
concentracion de 0.1%)
Estimulacion optogenética
1 (10 min,10 mW/20 Hz)
+ Estimulacion
optogenética 2 (10 min,10
mW/20 Hz)

Sac + Estl

Presentacion de sacarina
por 15 minutos y 15
minutos después recibiran
una estimulacion
optogenética de 10 min

Sacarina (30 mL a una
concentracion de 0.1%)

Estimulacién optogenética
(20 min, 10 mW/20 Hz)




Sac + Est2 Presentacion de sacarina | Sacarina (30 mL a una
por 15 minutos y 45 concentracion de 0.1%)
minutos después recibirdn
una estimulacion Estimulacion optogenética
optogenética de 10 min (20 min, 10 mW/20 Hz)

eYFP Presentacion de sacarina | Sacarina (30 mL a una

AAV-CamKIl-eYFP

por 15 miny 15 min
después recibiran una
estimulacién optogenética
de 10 min, 30 min
después recibirdn una
segunda estimulacién

concentracion de 0.1%)
Estimulacion optogenética
1 (10 min,10 mW/20 Hz)
+ Estimulacion
optogenética 2 (10 min,10
mW/20 Hz)

optogenética en animales
gue solo expresan la
proteina reportera

Tabla 1. Grupos del experimento de condicionamiento de aversion al sabor (CAS).

VIl.2 Condicionamiento de aversion al lugar (CAL)
Para realizar el paradigma de aversion al lugar (CAL) se utilizé una caja de

dimensiones (95x25x50 cm), la cual esta dividida en tres compartimentos, blanco,
gris y negro. Los compartimentos blanco y negro tuvieron rejillas y sefales tactiles
para su discriminacién. Este procedimiento fue llevado a cabo con otro conjunto de
ratas que se les infundié el mismo vector que las anteriores ratas, y también se les
implanto bilateralmente las férulas donde recibieron la estimulacion laser (Figura 8).
En un principio, se determinaron el nimero de adquisiciones necesarias para
generar aversion al lugar, para ello en el dia 1, se realizé el pretest donde los
animales exploraron libremente la arena de exploracion y se registrd el tiempo de
permanencia para cada sujeto en los compartimentos, el ensayo durd 10 minutos.
En el dia 2, los animales fueron confinados al compartimento negro donde se realizo
una estimulacion optogenética bilateral de la via BLA-CI durante 10 minutos, los
sujetos fueron devueltos a su caja hogar durante 30 minutos, y después se les

colocé por 10 minutos en la zona de menor preferencia. Dependiendo del grupo, los




animales fueron expuestos entre 1 a 3 ensayos donde fueron estimulados
optogenéticamente. En el postest se les dejé a los animales pasar por los diferentes
compartimentos durante 10 minutos y se registro su tiempo de permanencia en cada

compartimento.

Un grupo de animales recibié una administracion intraperitoneal de LiCl. Para ello,
en el dia 2 se administro LiCl [0.4 M (7.5 mL/Kg)] en el lugar preferido, por 10
minutos. Después de 4 horas, los animales fueron administrados con solucién salina
(7.5 mL/Kg) en el lugar no preferido. El dia de la prueba, los animales exploraron
libremente por 10 minutos, y se registrd el tiempo de permanencia entre los
compartimentos blanco y negro (Figura 8).

Dia Tratamiento Fase

Pre-test
i Estimulacion,
10’ [ici o NacCl
Adquisicion
- 3 sesiones
2.3.4 30’ Intervalo entre ensayos ( )
5 ' Test
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Figura 8. Representaciéon esquematica del procedimiento del CAL, con sus
diferentes fases y tratamientos que se realizaron dependiendo el dia (estimulacion
bilateral, NACI, LiCl y eYFP). Para los grupos de NaCl y LiCl el intervalo entre

ensayos fue de 4 horas.



Para comprobar que la aversion se debe al malestar gastrico y no a la inyeccion i.p.,
se realiz6 un grupo control a los que se les administré solucion salina [(7.5 mg/Kg
NacCl)]. También se afadio el grupo eYFP, que es el vector que no expresa la opsina
sensible a la luz, pero se utiliza como control.

Para medir la aversién a un compartimento en especifico, se utilizé la siguiente
férmula para obtener el porcentaje de preferencia: (lugar preferido durante el pre
test/ [ lado blanco + lado gris+ lado negro]) x100. El porcentaje de cambio respecto
al pretest es una medida que indica que tanto cambié el comportamiento el animal
después de los tratamientos, para ello se siguio la siguiente formula (Porcentaje de
cambio = (% post test - % pre test). Por ultimo, se quiso saber qué grupo a partir de
la estimulacion, era capaz de provocar mayor aversion entre los animales que
componian cada grupo. Para ello, se formaron tres grupos, los cuales tenian un
criterio de inclusion cada uno (Preferencia > 10%), neutralidad (entre el 10% y -10%)
y aversion (Preferencia % < -10%) (Cullity et. al., 2021) (Tabla 2).

Se determind no afadir el grupo LiCl + optogenética, porque ya existe un estudio
anterior sobre la modulacion de glutamato sobre la actividad de la via BLA-CI en
una tarea de CAS, se encontr6 una mayor aversion (Miranda et al., 2005).
Adicionalmente, existe otro estudio con la administracion de agonistas a receptores
B-adrenérgicos y glutamato en la amigdala (Osorio-Gomez et al., 2019), se encontré
al igual que el anterior estudio una mayor aversion, por lo que una estimulacion

optogenética en la misma via muy posiblemente ocasionaria el mismo resultado.



Grupo Descripcion Dosis/ Intensidad

NacCl Se inyectd NaCl como (7.5 mg/Kg NaCl)

n=6 control.

STIM Se hicieron 3 grupos

n=9 dependiendo del nimero de | Estimulacién optogenética
adquisiciones (1 ADQ, 2 (10 min, 10 mW /20 Hz)
ADQ 'y 3 ADQ).

LiCl Grupo control-positivo, se | (LiCl 0.4 M, 7.5mL/Kg)

n=5 indujo un CAL asociado al
contexto inyectando LiCl.

eYFP Estimulacién optogenética | Estimulacion optogenética

n=8 de animales que no (20 min, 10 mW/20 Hz)

expresaron la opsina.

Tabla 2. Grupos experimentales del CAL.

VII.3 Anélisis de datos
Para el andlisis de datos se utilizo el software Prisma 8. Para el CAS y CAL, se

utilizé la prueba de Kruskal-Wallis para comparar las diferencias entre los grupos,
para las comparaciones entre dos grupos se utilizé la prueba U de Mann-Whitney.
Se considerd una p < 0.05 como valor significativo para las diferencias entre los

grupos.

VII.4 Histologia
Después de haber terminado los experimentos, los animales fueron perfundidos con

el fin de extraer el cerebro para los andlisis histologicos. Para ello, los animales
recibieron una sobredosis de pentobarbital sddico i.p. y, a través de una jeringa
insertada en el apex del corazén de la rata, se les infundié con solucion salina al 0.9
% durante 15 minutos. Después de haber terminado este procedimiento, se infundio
paraformaldehido (PFA) al 4% disuelto en buffer de fosfato sddico (PBS, por sus
siglas en inglés). Al finalizar, el cerebro fue removido y se coloco en un envase de
15 mL de PFA al 4% disuelto en PBS. Para crioproteger los tejidos, el cerebro fue
colocado en un gradiente de sacarosay PBS durante tres dias, con concentraciones

de 10%, 20% y 30%. Se cortaron los cerebros a 40 um con un criostato (Leica CM




1520, EUA) y las muestras se conservaron con PBS para su posterior tincion.

VIL.L5 Tincién de DAPI
Los tejidos fueron tefiidos con DAPI (4’, 6’Diaminide-2’-phenylindole dihydrochlride),
gue es un marcador fluorescente que se une a adenina y timina, por lo que es Uutil
para marcar nucleos celulares. Para ello, se utilizé un protocolo que consiste en 3
lavados con PBS, 10 minutos para cada uno. Terminando esto, los tejidos fueron
inmersos en DAPI (300 nM) durante 15 minutos. Al finalizar, se realizaron tres
lavados con PBS, similares a los descritos anteriormente; posteriormente, los tejidos
fueron montados en portaobjetos con un medio de montaje utilizado para preservar

la fluorescencia de los tejidos (DAKO; Abcam, UK).

VII.6 Microscopia
Para analizar los tejidos tratados con la tincion DAPI y la expresion de eYFP, se

utilizé el microscopio confocal Zeiss LSM 800 (Zeiss, EUA) del Departamento de

Imagenologia del Instituto de Fisiologia Celular.



VIIl. Resultados
VIII.1 Histologia

Tal como se describi6 en la seccion de metodologia (véase apartado o 6.2 Infusion
de virus e implantacion de férulas), la infusion se realizé en la amigdala basolateral.
Se encontr6 sefial de eYFP en dicha estructura, como se indica en la figura 9, de
igual manera se observo sefial en Cl (Figura 10). Indicando la expresion del vector
desde BLA a ClI.

Figura 9. Vista coronal de la amigdala basolateral. Se muestra la expresion de
eYFP en la zona de la amigdala. Abrev. amigdala basolateral (BLA), dorso piriforme (DEn),

amigdala basolateral posterior (BLP), amigdala basolateral ventral (BLV).



Figura 10. Vista coronal de la corteza insular. Se observa sefial de eYFP, lo que

indica que son las terminales sindpticas provenientes de BLA. Abrev. insula granular (Gl),

insula disgranular (Dl), insula anterior dorsal (AID), insula anterior ventral (AlV).

VIII.2 La estimulacion optogenética provoca una aversion
similar a la administracion de LiCl.

Los resultados muestran que no existen diferencias significativas entre los

consumos de los distintos grupos durante la linea basal de consumo de agua.

(H (7,.49) = 10.92 p > 0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Lineas basales de consumo. El consumo de agua es similar entre
los grupos en los dias previos a la adquisiciéon (H (7,499 = 10.92 p > 0.05). Los

datos se presentan como media * desviacién estandar
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Figura 12. Consumo de los animales entre los diferentes tratamientos.
Se encontrd una diferencia significativa, pero no entre grupos (H (7,499 = 12.69 p >

0.05). Los datos se presentan como media + desviacion estandar



También se midi6 el consumo total durante la adquisicion para saber si la
estimulaciéon o los tratamientos pudieron haber afectado el consumo de los
animales. El test de Kruskal-Wallis revelo diferencias significativas (H (7,49) = 12.69
p > 0.05), pero la prueba de Dunn no mostré diferencias significativas entre ninguno
de los grupos.
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Figura 13. Las diferentes manipulaciones no afectaron el consumo total
durante la prueba. Todos los grupos tienen un consumo bastante similar
durante la prueba (H (749 = 10.22 p > 0.05). Los datos se presentan como

media + desviacion estandar



En la MLP no se observaron diferencias en el consumo total (sacarina+agua) entre
los grupos debidos al tratamiento, tal como se muestra en la Figura 13, el analisis

(H (7,49) = 10.22 p > 0.05) no mostro diferencias significativas.

Se corrid Kruskal-Wallis para observar diferencias en el indice de consumo entre
los diferentes tratamientos, la cual mostro diferencias significativas entre todos los
grupos (H (7,49) = 26.70 p < 0.05). La prueba de Dunn mostré que el grupo de dos
estimulaciones (Sact+Estl+Est2) fue significativamente diferente a los grupos
controles tanto (NaCl) (p < 0.05), eYFP (p < 0.05), (Estl) (p < 0.05), estimulacion
durante la reactivacion (Est2) (p < 0.05) y durante la estimulacion de 20 minutos
(Stim20) (p < 0.05) (Figura 14).

De esta manera, se demuestra que la doble estimulacion (Sac+Est1+Est2) genera
una aversion comparable al del grupo que recibidé un tratamiento por inyeccion de
LiCl (W= 0.2997, p > 0.05).
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Figura 14. La estimulacion optogenética en dos momentos genera un CAS
similar al del LiCl. Se encontré diferencia significativa entre los grupos (H (7,49) =
26.70 p < 0.05), prueba de Dunn reveld que tanto el grupo de dos estimulaciones
(SAC+Estl+Est2) y LiCl fue diferente a los demas grupos. Los datos se presentan

como media * desviacion estandar. La linea punteada representa el azar.



VIII.3 Efectos de la estimulacion en el CAL

VIIL3.1 Determinacion de la aversion
Como se menciond anteriormente (apartado 7.2 Condicionamiento de Aversion al
lugar) se determinaron los ensayos necesarios para generar aversion a través de la
estimulacién. En el pretest, el grupo de una sola adquisiciobn se encontré6 una
diferencia significativa (H (3, 21) = 13.56 p < 0.05), en la comparacioén multiple con el
test de Dunn se observo que los animales pasaron mas tiempo en el compartimento
negro en comparacion al compartimento blanco (p < 0.05) y gris (p < 0.05).
Mostrando asi, una preferencia del compartimento negro. En el grupo de 2
adquisiciones, no se encontraron diferencias significativas entre los compartimentos
(H (3, 21) = 2.234 p < 0.05) Por ultimo, el grupo que fue sometido a tres adquisiciones
se encontraron diferencias significativas (H (s, 36) = 23.36 p < 0.05); La comparacion
multiple llevada a cabo por el test de Dunn encontré diferencia significativa entre el
compartimento negro (p < .05) y el gris (p < 0.05). Lo que significa que prefirieron el

compartimento negro (Figura 15 A).

En el dia del postest los animales del grupo de una adquisiciébn no se encontraron
diferencias significativas (H 3, 21y = 2.234 p > 0.05). En el grupo con dos
adquisiciones, tampoco se encontraron diferencias significativas en la permanencia
en los compartimentos (H (3, 15) = 0.6200 p > 0.05). Finalmente, en el grupo con tres
adquisiciones, el test de Kruskal no mostro significativas (H 2, 24) = 5.447 p < 0.05),
se realizé la prueba U de Mann-Whitney entre el lugar gris y negro, el cual se mostré
una diferencia significativa (U= 4.12805 p < 0.05) (Figura 15 B).

Se calculo el indice de preferencia y se corrié la prueba de Kruskal-Wallis donde no
se encontraron diferencias significativas (H @, 22) = 4.517 p > 0.05); no obstante, el
analisis pos-hoc si se encontrd una diferencia significativa entre los grupos de dos
y tres adquisiciones (p < 0.05) (Figura 15 C). También se analizaron los tiempos de
exploracion después de la estimulacion (Figura 16), para saber si la estimulacion
pudo afectar la conducta motora. Se corrié la prueba de Kruskal-Wallis, pero no se

encontraron diferencias significativas (H @, 3s) = 1.363 p > 0.05).
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Figura 15. Cambios en las preferencias de los animales a causa de la
estimulacién. A) Se observa que en el pretest como significativamente los animales
prefirieron el lado negro en comparacion a los otros dos compartimentos B) En el
grupo de una estimulacién, se sigue observando una diferencia significativa en la
preferencia por el lugar negro, en cambio en el grupo de 3 estimulaciones, se observa
una reversion significativa C) Se encontré que tres adquisiciones provocaron un
cambio en la preferencia significativamente mayor que el grupo de las dos

adquisiciones. Los datos se presentan como media + desviacion estandar.
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Figura 16. Tiempos de exploracién postest entre las diferentes estimulaciones
No se encuentran diferencias significativas entre los tiempos de exploracién entre las
diferentes estimulaciones (H (4, 38y = 1.363 p > 0.05) (blanco + negro). Los datos se

presentan como media + desviacion estandar.

VIIIL3.2 La estimulacion optogenética genera aversion al lugar
Con el fin de conocer si los diferentes tratamientos tuvieron un efecto en la conducta
de exploracion en ambos compartimentos, se realiz la prueba Kruskal-Wallis para
comparar el tiempo de exploracion entre los grupos que pasaron en los
compartimentos blanco y negro, los resultados muestran que no existen diferencias
significativas entre grupos (H @, 37) = 2.655 p > 0.05) De tal manera, que los efectos

de la estimulacion no afectaron los tiempos de exploracion de los animales.
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Figura 17. Tiempos de exploracion del postest. No se encuentran diferencias
significativas entre los tiempos de exploracion de los distintos tratamientos (H @, 37

= 2.655 p > 0.05). Los datos se presentan como media + desviacion estandar.
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Figura 18. La estimulacion de la via BLA-CI genera aversién. (A) Se observan
los diferentes porcentajes de preferencia tanto en el pre y el post test, se encontrd
una diferencia significativa entre la pre y post estimulacion. Los datos se presentan
como media * desviacion estandar. (B) El porcentaje de cambio en el post test, el
grupo estimulado es significativamente diferente al grupo EYFP. (C) La proporcién
entre los distintos grupos, se muestra que el grupo estimulado provoc6 una mayor

cantidad de animales tuvieran aversion en comparacion a los otros grupos.

En el analisis de los resultados de la preferencia entre el pre vs postest se encontro
qgue el grupo estimulado fue el anico que mostré una clara aversiéon (U= 2.178 p <
0.05). El siguiente analisis se evalu6 el cambio de preferencia respecto al pretest,
para ello se evalud el porcentaje de cambio; se encontro una diferencia significativa
entre los grupos EYFP y STIM (U= 23 p < 0.05). Por ultimo, se vio que tanto los
tratamientos afectaron la preferencia de los sujetos, para ello se les dividié en

animales que desarrollaron, preferencia, neutralidad y aversion (Ver 6.2



Condicionamiento de aversion al lugar). Como se observa en la Figura 18 C, hay un
alto porcentaje de animales con aversion en el grupo estimulado, a diferencia de los
grupos control cuyo porcentaje es bastante similar (Figura 18 C). Lo que muestra
que la estimulacion optogenética provoco un efecto aversivo casi en la totalidad de
sujetos que componian el grupo.

Basado en lo anterior, se puede decir que la estimulacion optogenética generd una
aversion robusta en los animales tratados Unicamente bajo un protocolo de tres
adquisiciones, los animales que antes preferian un lugar desarrollaron una aversion

diferente al del grupo control EYFP.

IX. Discusién
Los experimentos realizados muestran que la estimulacion optogenética de la via
BLA-CI favorece el establecimiento y consolidacién de memorias aversivas, tanto al
sabor como al lugar. Ademas, el condicionamiento de aversion al sabor requiere de
una activacion que emule el El y de una reactivacion que promueva la consolidacion.
Los eventos de actividad observados en la amigdala basolateral y corteza insular
durante la post-adquisicion son necesarios para la consolidacion de memorias
aversivas al sabor. No obstante, el establecimiento de un condicionamiento de

aversion al lugar requiere de varios ensayos.

En el presente trabajo observamos que la activacion de la via BLA-CI, mediante
estimulacién optogenética, durante el proceso de adquisicion, asi como de los
eventos de reactivacién asociados a la consolidacién puede inducir una memoria
gustativa de aversion. En relacion a los eventos asociados a la consolidacion, se ha
descrito que existen periodos de post aprendizaje en el hipocampo que estan
vinculados a la formacion de memorias en diferentes tareas de aversion; ademas,
la disrupcion de estos periodos post-aprendizaje provoca una seria afectacion en la
ejecucion de la tarea (Girardeu, Inema & Buzaky, 2017). De manera similar al

hipocampo, la amigdala también muestra estos periodos de post-aprendizaje (Cox



et al., 2020). Los periodos post-aprendizaje son necesarios para la generacion de
memorias a largo plazo, tal como se ha mostrado en el caso del CAS (Guzman-
Ramos et. al, 2010), en los que se registro la liberacion de glutamato y norepinefrina
tiempo después de la adquisicion del CAS; el bloqueo de los receptores NMDA 'y 8-
-adrenérgicos en la BLA, durante el periodo post-aprendizaje, impide la
consolidacion de la memoria de largo plazo. En contraparte, la activacion vy
reactivacion de receptores NMDA y B-adrenérgicos induce un CAS (Osorio-Gomez,
Bermudez-Rattoni & Guzman-Ramos, 2019). El presente trabajo va en consonancia
con lo anteriormente descrito, ya que la activacion optogenética de la via BLA-Cl y
Su posterior reactivacion generan una memoria de aversion al sabor. No obstante,
queda por demostrar si la estimulacién optogenética de la via promueve la liberacién

de los mismos neurotransmisores que se han registrado y con la misma intensidad.

En los resultados obtenidos, se observé que solo los animales a los que se les
estimulé dos veces generaron aversion al sabor. Los grupos a los que se les dio
una estimulacién prolongada o una sola estimulacién, sin importar el momento, no
establecieron una memoria aversiva. Estos datos sugieren que se requiere de la
activacion de la via BLA-CI en momentos especificos durante la adquisiciéon y
durante la consolidacion que hacen posible la memoria a largo plazo (Ramirez-
Amaya et al., 2005, McGaugh, 2000; Guzman-Ramos & Bermudez-Rattoni, 2011),
los cuales podrian residir en la actividad glutamatérgica y dopaminérgica que se da
en la Cl posterior al aprendizaje (Guzman-Ramos et al, 2010 & Guzman-Ramos et.
al., 2012).

El establecimiento del CAS puede deberse a que la activacion neuronal por medio
de la estimulacion optogenética modifica la densidad postsinaptica. Ademas, las
sinapsis silentes pueden activarse a través de la estimulacion, este mecanismo se
ha vinculado a la actividad postsinaptica de los receptores NMDA y AMPA
principalmente (Sinnen et al., 2017), cuya presencia es abundante en las neuronas

espinosas glutamatérgicas de BLA. La segunda estimulacién estaria



“des-silenciando” la sinapsis, por lo que iniciaria el proceso de consolidacion
faltante, lo que se traduciria en un aumento en la actividad excitatoria necesaria
para la consolidacién de la memoria, para la posterior evocacion de la memoria,

tanto en la amigdala como en CI.

En el periodo de reactivacion, tanto la dopamina como el glutamato muestran un
aumento de su liberacion (Guzman Ramos et al., 2010). La entrada iones Ca*?
provocada por la estimulacién activaria CAMKII, que bien podria activar la via
cAMP/ PKA/CREB, que seria responsable de la expresion de Arc, lo que a su vez
generaria los cambios plasticos vinculados a la memoria. La actividad de Arc se ha
vinculado con la generacion de nuevas espinas dendriticas, que son necesarias
para la consolidacién de la memoria (Kim, Kim & Um, 2018; Guzman-Ramos et al.,
2018). Seria importante conocer, si la estimulacién optogenética generaria la
expresion de genes de expresion temprana que fueran similares a la expresion en

forma natural.

En relacion a memorias contextuales de aversion, se observé una aversion al lugar
debido al repetido nimero de ensayos, mostrando de este modo que la via BLA-CI
también esta involucrada en la adquisicion de memorias contextuales de aversion.
Anteriormente se demostré que la inhibicién de las proyecciones provenientes de
BLA hacia la Cl provocé una aceleracion de la extincion de una memoria contextual,
lo que indica que la via BLA-CI también estaria integrando la informacién
proveniente del contexto (Gil-Lievana et al., 2020). Esto va acorde a lo encontrado
en el CAL, en donde el grupo estimulado optogenéticamente adquirié una aversion
en el lugar. El papel de la Cl también ha sido ampliamente documentado en tareas
contextuales, ya que participa en la asociacion entre el tono y el estimulo aversivo
(de Paiva et al., 2021), y cuando hay una lesion en esta area afecta negativamente
en la consolidacion de tareas aversivas asociadas al contexto (Shi et al., 2020). La
Cl también se le ha relacionado con la percepcion emocional en su asociacién con
estados del cuerpo (Zaki, Davis & Ochsner, 2012), esto podria indicar que la insula

es la que le estaria dando una valencia interna ya sea positiva o negativa de los



estimulos que se presentan ante el organismo. Prueba de ello, pacientes que tienen
lesiones en la Cl no son capaces de cambiar su respuesta ante estimulos negativos
0 positivos (Berntson et al., 2011). Muy posiblemente, la estimulacion optogenética
en cierta medida provoc6 un cambio de valencia interna del organismo relacionada

al lugar preferido y, por lo tanto, cambié su preferencia.

Otro aspecto a destacar de los presentes resultados, fue la ausencia de aversion
del grupo LIiCl, esto podria explicarse de dos formas: La primera podria deberse a
que hay ciertos tipos de asociaciones mas faciles de realizar debido a la modalidad
sensorial asociada (Garcia & Koelling, 1966). Otra explicacion también se da a partir
que la cuspide del efecto LiCl que es a partir de los 20 minutos, que es el tiempo
necesario para que el animal experimente los efectos del LiCl; a los

10 minutos no se encuentra una aversion significativa (Hernandez-Matias,
Bermudez-Rattoni & Osorio-Gémez, 2021). Ademas, que las memorias aversivas
relacionadas al contexto requieren de una consolidacion en el suefio (Girardeu,
Inema & Buzaky, 2017). La posible explicacion del porqué la estimulacion
optogenética produjo un CAL, se podria encontrar en que la estimulacion podria
estar generando una valencia aversiva al organismo, lo que le facilita la asociacién

entre el contexto y la aversion, lo que no siempre es posible por un malestar gastrico.

Interesantemente, el establecimiento de un CAL se dio después de tres ensayos, lo
que muestra que el cambio a una valencia negativa requiere un cierto niumero de
ensayos, o en cierta medida que el contexto prediga el miedo, requisito
determinante para este tipo de asociaciones (Lin, Chiou & Chang, 2020). Ademas,
el CAL requiere de otras areas involucradas en la adquisicion y en la consolidacién
de la tarea; en un estudio reciente se encontré que el hipocampo ventral seria un
area que estaria involucrado tanto en la adquisicibn como en la consolidacién
(Hernandez-Matias, Bermudez-Rattoni & Osorio-Gémez, 2021). Otra posible
explicacion, puede ser debido a que dicha via estaria principalmente codificando
aversion al sabor, por lo que fueron necesarias mas estimulaciones debido a que

hay ciertas asociaciones mas faciles de establecer que otras, dependiendo del



sentido involucrado, es decir, para los organismos no es tan facil asociar el malestar

estomacal con el contexto (Miller & Domjan, 1981).

Finalmente, la Teoria del Engrama propuesto por Tonegawa et. al (2015), hace
referencia a las vias necesarias que forman el engrama de memoria. El presente
trabajo podria enmarcarse bajo esta linea ya que como se ha mostrado, la via BLA-
Cl esta implicada en la adquisicién y consolidacion del CAS. No obstante, es
necesaria una mayor investigacion, parecida a los métodos del equipo de Tonegawa
(Liu et al., 2012 & Ramirez et al., 2013), para dilucidar la especificidad de la via en
la formacién de memorias aversivas. Particularmente para caracterizar la via y los
grupos celulares especificos que se activan tanto en la adquisicién y en la posterior
reactivacion. Esto es importante de sefialar, debido a que los trabajos de Tonegawa
y otros investigadores que han utilizado esta técnica, no hacen referencia a las
reactivaciones, y es importante saber si las reactivaciones inciden en las mismas
neuronas activadas inicialmente, ya que esto seria lo mas cercano a una ecforia
natural. Dentro de la teoria del engrama, Tonegawa ha sefialado la existencia de
engramas activos y silentes; en una etapa temprana de la memoria, el hipocampo
junto con la amigdala estaria involucrados en la formacion de memorias recientes y
en su posterior maduracion (consolidacién). En el futuro sera importante estudiar si
en la etapa de reactivacion optogenética también se involucra al hipocampo, el cual
tedricamente estd involucrado en esta maduracion de engramas (Tonegawa,

Morrissey & Kitamura, 2018).



X. Conclusiones

La activacion de la via BLA-CI tanto en la adquisicion como en la reactivacion,
induce una memoria aversiva a un sabor. De igual manera, la actividad de la via

esta implicada en la adquisicion de la aversion asociada al contexto.

La formacion de una memoria aversiva, a través de la estimulacion optogenética, es
comparable a la generada por el cloruro de litio (LiCl). Por lo tanto, la actividad de
la via BLA-CI es parte de un mecanismo neurobiolégico general de aversion y

responde diferencialmente entre la aversion al contexto y al sabor.
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