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RESUMEN

El aprendizaje y la memoria favorecen la eficacia de la transmision sinaptica en
respuesta a la actividad, este fendmeno se denomina plasticidad sindptica. Las principales
expresiones de plasticidad son la potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo
plazo (LTD), que se caracterizan por un aumento o una disminuciéon duraderas de la
eficiencia sinaptica, respectivamente. La LTP y LTD se han estudiado principalmente en el
hipocampo y la neocorteza. Una de las areas neocorticales donde se presentan dichos
fenomenos es la proyeccion que va del nicleo basolateral amigdalino (BLA) a la corteza
insular (CI). Clasicamente se ha considerado que el flujo de informacion en el SNC esta
mediado por vias ascendentes (bottom-up), sin embargo, también existe un flujo de
informacion de forma descendente (top-down) que estd impulsado por la memoria y las
expectativas del individuo. En este sentido, se ha reportado una importante conexion de la
CI a la BLA. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar los
cambios en la plasticidad sinaptica del circuito neuronal descendente de la CI anterior (Cla)
a la BLA, tanto de manera eléctrica como de manera optogenética. Esto nos permitio
encontrar que la via Cla-BLA muestra una modulacion sindptica bimodal; mientras que la
estimulacion optogenética de 20Hz es capaz de generar una LTP, la estimulacion de 10Hz
genera una LTD. En su mayoria, los cambios en plasticidad son dependientes de los
receptores NMDA y AMPA, sin embargo, el antagonismo de los receptores NMDA y una
estimulacion de 10Hz desenmascar6 una LTP independiente de los receptores NMDA. Este
trabajo es el primero en reportar los cambios en plasticidad sinaptica de la via Cla-BLA y
abren la puerta a explorar los cambios conductuales dados por la manipulacion de dichos

cambios plasticos.



MARCO TEORICO
Aprendizaje y Memoria

La memoria y el aprendizaje son funciones cognitivas importantes para los
organismos. Mientras que el aprendizaje se puede definir como la adquisicion de
informacion nueva, la memoria se define como la funcion en la que se codifica, almacena y
recupera la informacién (Bear et al., 2016; Kandel & Squire, 2000). Para el estudio del
aprendizaje y la memoria es util hacer una division del estadio temporal de la informacion:
adquisicion, consolidacion y evocacion (Bear etal.,, 2016). La adquisicion refiere el
proceso por el cual se obtiene informacion del medio, esta informacion se mantiene como
una memoria de corto plazo la cudl puede mantenerse desde segundos a minutos,
eventualmente la informacion puede consolidarse en una memoria de largo plazo en donde
la informacion puede durar incluso por afos. Finalmente, dicha informacién puede ser
evocada por el organismo y verse expresada en algun tipo de conducta (Bear et al., 2016;
Sweatt, 2010). Se ha descrito diversos procesos fisiologicos que sustentan la consolidacion
de la memoria, entre ellos los cambios morfoldgicos de las neuronas, la interaccién de
neurotransmisores y neuromoduladores, la modulacién de redes neuronales y de particular
importancia la sintesis de proteinas de novo (Bisaz et al., 2014; Duszkiewicz et al., 2019;
Guzman-Ramos et al., 2018). Estos procesos fisioldgicos pueden suceder en los primeros
minutos y en las horas posteriores de la adquisicion de la informacion (Redondo & Morris,
2011). Los mecanismos celulares que subyacen a la consolidacion de la memoria se han
reportado en diferentes especies, incluidos humanos y roedores (Bisaz et al., 2014; Bliss &

Cooke, 2011; Bliss & Lemo, 1973; Nicoll, 2017).



Otra forma de estudiar a la memoria es dividirla en memoria declarativa (o
explicita) y no declarativa (implicita) (Bear et al., 2016; Kandel & Squire, 2000; Squire &
Zola, 1996; Sweatt, 2010). La memoria declarativa se refiere al tipo de memoria que
permite evocar explicitamente datos semanticos y hechos autobiograficos. La memoria no
declarativa contiene tipos de memoria que no pueden ser evocadas explicitamente por el
organismo, esta incluye la memoria de tipo asociativa, no asociativa y la memoria de tipo
procedimental (Squire & Zola, 1996). A esta division se le conoce como modelo de
memoria multiples y sefiala que en el sistema nervioso central (SNC) los tipos de memorias
dependen de éreas especificas, por ejemplo, la actividad del 16bulo temporal medial se ha
asociado a la memoria de tipo declarativa, mientras que la actividad del estriado, el

cerebelo y la amigdala se ha asociado a la memoria de tipo no declarativa (Sweatt, 2010).

Plasticidad sinaptica

Como se menciond, el aprendizaje y la memoria estan representados por circuitos
neuronales ampliamente interconectados, dichas conexiones estan mediadas por sinapsis
que permiten que una neurona transmita una sefial eléctrica o quimica a otra neurona, lo
que favorece la eficacia de la transmision sinaptica en respuesta a la actividad, este
fendomeno se denomina plasticidad sinaptica (Goto, 2022; Hebb, 1949; Josselyn &
Tonegawa, 2020). Donald Hebb propuso que, si dos neuronas estan activas al mismo

tiempo, se fortalecera la eficiencia sinaptica de la sinapsis correspondiente (Hebb, 1949).

Dos de las expresiones de plasticidad sindptica subyacentes al almacenamiento de
informacion es la potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo plazo (LTD), estas
se caracterizan por un aumento o una disminucion duraderos de la eficiencia sindptica,

respectivamente (Collingridge et al., 2010; Lynch, 2004; Matsuzaki et al., 2004).



Generalidades de la potenciacion a largo plazo

La LTP constituye un fenomeno considerado como esencial para la formacion de la
memoria (Lynch, 2004). La primera descripcion completa de la LTP por Bliss y Lomo en
1973 reportd que los trenes de estimulacion de alta frecuencia en la via perforante del
conejo causaron un aumento sostenido en la eficiencia de la transmision sinaptica en las
células granulares del giro dentado. Este trabajo y otros, confirmaron la naturaleza hebbiana
de los cambios sindpticos que sustentan ciertas formas de aprendizaje y memoria, y como

pueden ser similares a la expresion de la LTP (Bliss & Lomo, 1973; Lynch, 2004).

La LTP, para su analisis, puede dividir en tres estados: induccién, expresion y
mantenimiento. La induccion es un proceso de sefalizacion celular que puede ser
desencadenado directamente por estimulacion tetanica. La sefializacion resultante induce un
cambio en la sinapsis que puede detectarse como un aumento en la transmision sindptica, lo
que se denomina expresion. Una vez que se mejora la transmision, el mecanismo de
mantenimiento preserva el estado a pesar de la difusion y el recambio de las moléculas
componentes, incluidas las fosfatasa y cinasas (Hayashi, 2022). En el caso de la expresion y
el mantenimiento de la LTP, aun es debatible si los cambios se encuentran en la presinapsis
0 postsinapsis. Se ha reportado aumentos en la liberacién de neurotransmisor, lo que
indicaria cambios en la presinapsis (Stevens & Wang, 1994), pero también se ha reportado
cambios en la conformacion y trafico de los receptores AMPA para la expresion y

mantenimiento de la LTP, por lo que atin no hay consenso (Hayashi, 2022).

Durante la inducciéon de LTP la actividad sindptica promueve la liberacion
presinéptica del neurotransmisor glutamato, el cual activa los receptores acido alfa-amino-

3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidonico (AMPA). La activacion de dichos receptores da



lugar a la entrada de iones de sodio al interior de la célula, contribuyendo a la
despolarizacién de la membrana post-sindptica. La despolarizacion elimina el bloqueo de
magnesio de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (Goto, 2022; Kauer & Malenka,
2007; Pape & Pare, 2010). A pesar de presentar receptores que son activados con el
glutamato, es necesaria la despolarizacion de la membrana para que los receptores NMDA
sean desbloqueados, caracteristica que los hace importantes para la plasticidad sinaptica. La
apertura de los receptores NMDA permite la entrada de iones de sodio y calcio (Goto,
2022; Maroun, 2006). Otro mecanismo de entrada de calcio a la neurona es a través de los
canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC por sus siglas en inglés), los cuales son
abiertos en respuesta a la despolarizacion de la membrana. Los receptores NMDA VGCC
tipo L median la entrada de Ca®" durante la induccion de la LTP, activando las cinasas de
proteina dependientes de Ca?"calmodulina, CaMKII y CaMKIV (Dityatev & Bolshakov,
2005; Goto, 2022). Por otra parte, los receptores metabotropicos de glutamato (mGlu)
estimulan la proteina cinasa A (PKA) a través de la activacion de la adenilil ciclasa y la
produccion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Dityatev & Bolshakov, 2005). De
manera general CaMKII, PKA, proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK/ERK) pueden enviar sefales a través de la fosforilacion del factor de
transcripcion CREB (proteina de union al elemento de respuesta a AMPc) que activa la
transcripcion de una variedad de genes, incluidos los genes tempranos inmediatos y los
genes efectores necesarios para las modificaciones sindpticas a largo plazo (Dityatev &
Bolshakov, 2005; Eichenbaum, 2010; Galvan et al., 2010; Goto, 2022; Gruart et al., 2015;

Lynch, 2004).



Los primeros reportes de la participacion de CaMKII en la induccion de LTP en
CALl se dieron en 1989 (Malenka et al., 1989; Malinow et al., 1989). Tras la induccion de
una LTP, el aumento de la concentracion postsindptica del ion Ca’** desencadena la
activacion de CaMKII; esta tiene un dominio cinasa N-terminal, un dominio
autoinhibitorio/regulador y un dominio de asociacion C-terminal. Cuando CaMKII esta
inactiva el dominio autoinhibitorio enmascara el dominio cinasa. La union de
Ca*"/calmodulina al dominio regulador desenmascara la inhibicion del dominio catalitico y
activa la cinasa. La activacion de CaMKII aumenta transitoriamente después de la
inducciéon de LTP y estd acompafiada por una mayor fosforilacion del factores de
transcripcion, entre ellos el factor de transcripcion CREB, lo que permite la expresion de
genes (Hayashi, 2022). Un efecto de la actividad de CaMKII es el aumento de la
conductancia y redistribucion de receptores AMPA (Barria et al., 1997) como resultado de
la fosforilacion de la subunidad GluAl del receptor AMPA (Hayashi, 2022; Lynch, 2004).
También se ha propuesto que la activacion de CaMKII puede contribuir a los cambios
morfoldgicos asociados al mantenimiento de una LTP, como la union a varias proteinas de
densidad postsindptica, entre ellas la B-actinina y la PSD95, la fosforilacion de la proteina
asociada a los microtibulos 2 (MAP2) y del neurofilamento L, que desempefian un papel
en la regulacion del citoesqueleto (Bliss & Collingridge, 1993; Lynch, 2004). De manera
presinaptica, CaMKII estd asociada a la fosforilacion de elementos de liberacion del

neurotransmisor, como la sinapsina y la sinaptagmina (Bliss & Collingridge, 1993).

Por otra parte, se ha demostrado que la concentraciéon de AMPc y la activacion de
PKA aumentan después de la induccion de LTP (Frey et al., 1993), estos eventos en tltima

instancia activan factores de transcripcion como CREB y la subsecuente transcripcion de



genes de expresion temprana (Huang & Kandel, 1994). En el caso de la actividad de PKC,
esta se ha asociado a la entrada de Ca*' por receptores metabotropicos de glutamato
(Bortolotto & Collingridge, 1993) y se ha reportado que tanto PKC como la CaMKII son
necesarias para la induccion de LTP (Bortolotto & Collingridge, 1993; Malinow et al.,
1989). Finalmente, se ha demostrado que tras induccion de LTP una de las consecuencias
posteriores al aumento de la concentracion de AMPc es la activacion de la proteina cinasa
activada por mitogenos (MAPK/ERK) (Martin et al., 1997), la activacion de ERK se ha
asociado a la induccion de LTP tanto de fase temprana como tardia (McGahon et al., 1999).
Los efectos de la activacion de ERK involucran la traduccién y transcripcion de proteinas
citoesqueléticas MAP-2 y Tau, las proteinas nucleares, cfos y c-jun, entre otras, lo que

requiere la translocacion de ERK al ntcleo (Boglari et al., 1998).

Un mecanismo importante para la expresion de la LTP implica el aumento en el
numero de receptores AMPA en la membrana plasmatica de las sinapsis a través de cambios
dependientes de la actividad en el trafico de receptores AMPA, asi como las propiedades
biofisicas de estos receptores (Malenka & Bear, 2004). Se ha planteado la hipdtesis de que
el mecanismo de expresion y el mantenimiento del cambio en la fuerza sindptica depende
de cambios en el nimero y/o la composicion de los receptores AMPA en la membrana
postsinaptica; esto implica un aumento en la sensibilidad y el numero de los receptores
postsinapticos AMPA como resultado de su fosforilacion por la CaMKII. La expresion
(mantenimiento) de LTP (y LTD) puede estar mediada por la modulacion reversible de la
fosforilacion de la subunidad GluR1 del receptor AMPA (Jedlicka, 2002; Malenka & Bear,
2004). Por otra parte, los receptores NMDA son heteroligomeros ensamblados a partir de

dos tipos de subunidades, NR1 y NR2. La subunidad NR1 es un producto de un solo gen,



mientras que la subunidad NR2 esta codificada por cuatro genes diferentes: NR2A—NR2D.
En general los receptores NMDA estan compuestos por subunidades NR1 en combinacion

con subunidades NR2A o NR2B (Sah et al., 2003).

Los cambios morfoldgicos que se han asociado al mantenimiento de la LTP incluyen
el crecimiento de nuevas espinas dendriticas, el agrandamiento de espinas preexistentes,
entre otros (Abraham & Williams, 2003). Los cambios en las espinas dendriticas se han
asociado a cambios en el citoesqueleto, principalmente en la actina (Matus, 2000). Los
cambios en la longitud de los axones y las dendritas y cambios en la morfologia de los
extremos axoOnicos y dendriticos son cambios morfologicos que se han asociado al
aprendizaje y establecimiento de la memoria (Guedes-Dias & Holzbaur, 2019), dichos
cambios son dependientes de la actividad de calcio (Lehne & Bogdan, 2023; Lin et al.,

2024).

Por la duracién de los cambios en los potenciales postsindpitcos se han descrito dos
tipos de LTP, el primero es una LTP temprana (E-LTP por sus siglas en inglés) que puede
durar hasta tres horas, es independiente de PKA y no requiere la sintesis de proteinas de
novo (Huang & Kandel, 1994). El segundo tipo es la LTP tardia (L-LTP por sus siglas en
inglés), que se puede mantener por lo menos por veinticuatro horas, para este tipo la
expresion es necesaria la sintesis de proteina (Alkadhi, 2021; Jedlicka, 2002). La activacién
de proteinas preexistentes, como la CaMKII y la PKC, sustentan las fases iniciales (E-LTP),
que pueden transformarse en fases tardias mediante la sintesis y captura especifica de
proteinas relacionadas con la plasticidad (Almaguer-Melian et al., 2010). Se ha propuesto
que es necesaria la participacion de cinasas en el mantenimiento de una LTP y memoria de

largo plazo, pues la interrupcion de dominios cataliticos de la proteina cinasa C{ no permite



el establecimiento de LTP de largo plazo e interrumpe la evocacion de una memoria de

miedo (Tsokas et al., 2024).

Por la organizacion morfologica que tiene y su participacion en procesos de
plasticidad cerebral, la LTP se ha estudiado principalmente en el hipocampo y la neocorteza
(Lynch, 2004; Nicoll, 2017). Una de las areas neocorticales donde se presentar el fendmeno
de la LTP en la corteza insular (CI), especificamente en la proyeccion que va del nucleo

basolateral amigdalino (BLA) a la CI (Rodriguez-Duran et al., 2017).

Generalidades de la depresion a largo plazo

La LTD se puede dividir principalmente en dos tipos: el primer tipo es la LTD de
novo que se observa a partir de estimulacion de baja frecuencia en condiciones basales, el
segundo tipo es la LTD que se observa solo después de la induccion de LTP. La mayoria de
las sinapsis que presentan LTD lo hacen a través de un mecanismo que involucra a los

receptores NMDA y loa receptores mGlu (Collingridge et al., 2010)

La LTD puede ser inducida por periodos prolongados de estimulacion de baja
frecuencia (LFS, por sus siglas en inglés), por una estimulacion de pulsos pareados de baja
frecuencia (PP-LFS, por sus siglas en inglés) o mediante la aplicacion de un agonista del
receptor apropiado (conocido como LTD quimica) (Collingridge et al., 2010). La LFS se da
en una frecuencia que normalmente nunca supera los 10 Hz en las fibras aferentes; el
protocolo tipico de LFS normalmente implicar aplicar 900 pulsos eléctricos de 1-3 Hz

(Bear, 1996; Collingridge et al., 2010; Malenka & Bear, 2004).

Sintetizando, la induccion de LTD se da por el ingreso de Ca?" través de los

receptores NMDA, este se une a la calmodulina para activar la proteina fosfatasa 2B, la



cual desfosforila el inhibidor-1, lo que conduce a la activacion de la proteina fosfatasa 1.
Luego, la proteina fosfatasa 1 desfosforila sus sustratos, incluido ser845 en la subunidad
AMPAR GluAl y esto es capaz de producir una LTD (Collingridge et al., 2010). En la
LTD, el papel de CamKII tras la entrada de Ca?" es autofosforilarse en T286 y esto permite
una fosforilacion adicional en T305/306, como consecuencia se suprime la union de las
subunidades GluN2B y promueve el movimiento de CamKII a las sinapsis inhibitorias
(Cook et al., 2022). La expresion y mantenimiento de la LTD esta mediada por cambios
presindpticos y postsindpticos persistentes, entre ellos la reduccion y la eliminacién de
elementos presinapticos y postsinapticos, como la endocitosis de los receptores AMPA
(Becker et al., 2008; Collingridge et al., 2010; Yu et al., 2008), asi como una reduccion en
la probabilidad de liberacion de glutamato (Enoki et al., 2009; Stanton et al., 2003). En el
caso de la LTD dependiente de los receptores mGlu, la via de sefializacion canoénica de los
mGlu del grupo I activa la via de la fosfolipasa C (PLC), la hidrdlisis del fosfatidil inositol
para generar trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG), el IP3 libera Ca®" de los
depdsitos intracelulares y activa la cinasa PKC (Collingridge et al., 2010; Kang & Kaang,
2016). Un mecanismo que promueve el mantenimiento de la LTD dependiente los
receptores mGlu es que PKC fosforila ser880 de la subunidad GluA2, esto desencadena la

endocitosis del receptores AMPA (Kang & Kaang, 2016; Snyder et al., 2001).

La induccion de LTP y LTD parece depender de la actividad relativa de las cinasas y
las fosfatasas, mientras que la actividad predominante de la cinasa conduce a LTP (a través
de la fosforilacion de varios sustratos), la actividad predominante de la fosfatasa conduce a
LTD. La concentracion intracelular de calcio es el principal desencadenante de la induccion

de LTD/LTP (Castellani et al., 2001; Jedlicka, 2002).
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Funcionalmente la LTD se ha asociado a la flexibilidad conductual, es decir, con el
cambio de respuestas conductuales asociado con diferentes contextos (Nicholls et al., 2008;
Rodriguez-Duran et al., 2017) y con la extinciéon en protocolos de condicionamiento al
miedo, sin afectar la consolidacion y evocacion (Dalton et al., 2008). Esto sugiere que LTD
puede ser un mecanismo molecular que facilita la modificacion de un aprendizaje mientras
deja intacta la capacidad de formar una nueva memoria. Como se observa, los receptores
NMDA son desencadenantes generalizados de la plasticidad sindptica, pero no determinan

la direccion del cambio en la eficiencia sinaptica.

Corteza Insular

Localizacion

En diferentes especies se ha reportado similitudes en la ubicacion anatomica de la
CI (Gogolla, 2017). En primates humanos y no humanos, la CI se encuentra en el surco
lateral de los hemisferios, plegada entre el 16bulo temporal, frontal y parietal; por otra parte,
en roedores la CI queda expuesta por encima de la cisura rinal en los laterales de los
hemisferios (Gogolla, 2017; Maffei et al., 2012). Por la citoarquitectura, la CI se puede
dividir en CI agranular, granular y disgranular (Bermudez-Rattoni, 2004; Gogolla, 2017;
Maffei et al., 2012; Pushparaj et al., 2015). Mientras que la CI granular mantiene las seis
capas clasicas de una corteza, en la CI disgranular aunque cuenta con capa IV esta es mas
delgada y finalmente, en la CI agranular la capa IV desaparece, la V y VI se juntan, al igual
que la capa II y III (Gogolla, 2017; Maftei et al., 2012) (Figura 1). Funcionalmente de
manera general, la CI disgranular juega un papel en el procesamiento de la informacion
gustativa, la CI granular al procesamiento viscerosensorial y la CI agranular posterior con

funciones de integracion multimodal (Bermudez-Rattoni, 2014). Reportes indican que esta
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corteza es modulada por acetilcolina (ACh), dopamina (DA), serotinina y noradrenalina

(NA) (Gogolla, 2017).

- N
4 ® G O5
A ¥ ++ 1° o
! ¢ A Rat
~ i, +—H——
- e Mouse 5, S+ 2 ~
» 5 ¥ 5% © -
-20
c
" _ P~
| 3| 4 Y T4
o
/(e = { B | | \
N\ ®
Mouse Rat Mouse  Rat Mouse Rat Mouse
+14 *22 11 .7 +00 +02 11

Funciones de la corteza insular

Figura 1. Anatomia de la corteza
insular en diferentes especies. A)
Representacion  esquematica del CI en
humanos, las coordenadas son de la
comisura anterior. B) Representacion
esquematica del CI en ratones y ratas a lo
largo del surco rinal que muestra a la CI
granular (GI), disgranular (DI) y agranular
(AI). C) Representaciones esquematicas de
secciones coronales de ratones (izquierda) y
ratas (derecha) en varias secciones anterio-
porterior desde bregma como cero. Imagen

tomada de Bermudez-Rattoni (2014).

La actividad de la CI se ha asociado con el procesamiento de la informacion

interoceptiva (Naqvi et al., 2014; Paulus & Stewart, 2014; Volkow etal., 2019). La

interocepcion se refiere al proceso por el cual un organismo puede evaluar el estado

fisiologico de los organos periféricos, esto incluye la temperatura, las sensaciones

viscerales y orales en la ingesta, el dolor, el prurito, entre otros (Naqvi et al., 2014). Un

ejemplo es el procesamiento de la informacion gustativa. En este proceso la valoracion

interoceptiva permite sefialar al organismo si el sabor es placentero o no (asignacion de la

valencia), ademds indica la obtencion de un nutriente. De esta manera la CI,

particularmente la porcion anterior, detecta e integra informacion del estado fisiologico y

modula la conducta en torno a este (Paulus & Stewart, 2014; Volkow et al., 2019).
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En este sentido, una de las funciones mas conocidas y estudiadas de las CI es el
procesamiento de la memoria gustativa (Bermudez-Rattoni, 2004, 2014; Gogolla, 2017;
Jaramillo et al., 2018), pues lesiones en esta region inhiben la formacion de la memoria de
reconocimiento al sabor (Bermudez-Rattoni, 2004; Stehberg et al., 2011). Un paradigma
utilizado para el estudio de la memoria gustativa es el condicionamiento de aversion al
sabor (CAS), en ¢€l, un sabor novedoso se asocia con un malestar visceral, por lo tanto, se
basa en el aprendizaje y la memorizacion de la asociacion entre la ingestion de un alimento
determinado y su efecto negativo en el cuerpo (Bermudez-Rattoni, 2004; Gogolla, 2017).
Se ha reportado que los cambios en la eficiencia sinéptica de la via BLA-CI se han asociado
a la extincion de un CAS, mientras que la LTP fortalece el trazo de memoria aversivo e
impide la extincion, la LTD facilita la extincion (Rodriguez-Duran et al., 2017). La
actividad de la CI también ha mostrado tener un papel en la neofobia gustativa, fenomeno
por el cual se limita la ingesta de un nuevo sabor con el fin de evaluar las consecuencias
gastrointestinales, pues lesiones en esta area disminuye la neofobia gustativa para sabores
preferidos y no preferidos (Stehberg et al., 2011). Esto concuerda con los datos que senalan
un aumento de NA y DA en la CI antes la presentacion de un sabor novedoso y de
glutamato para sabores asociados a consecuencias gastrointestinales aversivas (Osorio-
Gomez et al., 2021). Finalmente, se ha mostrado un aumento en la sefializacion de la CI
antes sefiales de tipo visuales y auditivas que predicen la entrega de un estimulo gustativo
(Vincis & Fontanini, 2016), esto puede sugerir un papel de la CI en el aprendizaje y la

memoria.

Por otra parte, las adicciones son otro proceso asociado a la actividad de la CI, pues

un dafio en la CI interrumpe el consumo de tabaco y las recaidas en el consumo (Naqvi

13



et al., 2007). Estudios de neuroimagen muestra que la CI se activa ante la presencia de una
sustancia de abuso o ante estimulos asociadas a sustancias de abuso (Brasser et al., 2012;
Feldstein-Ewing et al., 2010; Filbey et al., 2008; Tang et al., 2012). Asi mismo, la actividad
de la CI anterior ha mostrado estar correlacionada con las conductas de busqueda de
sustancias de abuso (Agoitia et al., 2024; Cosme et al., 2015). Finalmente, se ha propuesta
que el posible papel de la CI en las adicciones es media el componente motivacional de las
sustancias de abuso al otorgar la saliencia de los estimulos asociada a la recompensa

(Metereau & Dreher, 2013).

Adicionalmente, la actividad de la CI se ha asociado al procesamiento de
informacion con una valoracion emocional como la empatia (Gogolla, 2017; Lamm et al.,
2010; Namkung et al., 2017), con la prediccion del error (Gogolla, 2017; Jensen et al.,
2007), la toma de decisiones (Gogolla, 2017; Namkung et al., 2017), entre otras funciones.
En resumen, la actividad de la CI comprende una amplia variedad de funciones entre los

que destacan los procesos interoceptivos y motivacionales.

Amigdala

Localizacion y anatomia

La amigdala es parte del sistema limbico y es una estructura crucial en el cerebro
que realiza de manera general, tres funciones principales: expresion de emociones,
procesamiento de la memoria y manejo de estimulos (LeDoux, 2000; Nikolenko et al.,
2020). El sistema limbico consiste principalmente en el tdlamo, el hipotalamo, el
hipocampo, el complejo amigdaloide de nucleos, los ganglios basales y la circunvolucion

cingulada (Nikolenko et al., 2020).
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Ubicada en la porcion anterior del 16bulo temporal, la amigdala se compone de una
docena de nucleos (Pape & Pare, 2010). La amigdala es una region relativamente pequeiia
compuesta por nicleos interconectados que incluyen el complejo basolateral de la amigdala
(BLA) formado por los grupos de células laterales (LA), basales (BA) y basomediales
(BM) y el ntcleo central (CeA) con subdivisiones lateral (CeL) y medial (CeM) (Figura 2)
(Janak & Tye, 2015; Maren, 2005; McCool, 2021; Sah et al., 2003; Smith & Torregrossa,
2021). La BLA consta de neuronas glutamatérgicas principales e interneuronas inhibidoras,
mientras que las neuronas CeA son principalmente GABA¢érgicas, con el CeL proyectando
al CeM (Janak & Tye, 2015). Fibras interconectadas de neuronas GABAérgicas,
denominadas células intercaladas, también se encuentra comunicando al BLA y el CeA,

proporcionando una importante fuente de inhibicion (Ehrlich et al., 2009).

Figura 2. Divisién anatémica de la amigdala en
cerebro de roedor. BLA: complejo basolateral de la
amigdala; LA, nucleo lateral; BL, nucleo basolateral,
CeA, nucleo central de la amigdala; CEIl, nticleo central
(division lateral); CEm, ntcleo central (division
medial). Imagen tomada y modificada de Maren,
(2005).

Una diversa gama de areas corticales asociativas y polimodales se proyectan hacia
la amigdala (Maroun, 2006; McCool, 2021; McDonald, 1998; McGinnis et al., 2020;
Nicolas et al., 2021). Sin embargo, existe una clara segregacion de estructuras diana en
funcién de los nucleos de la amigdala que originan las proyecciones: las proyecciones
corticales y estriadas de la amigdala se originan en el BLA, no en el CeA; dichas

proyecciones conectas a la corteza prefrontal medial (mPFC), la insula, las cortezas rinales
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y algunos campos del hipocampo (Krettek & Price, 1978; Pape & Pare, 2010; Rodriguez-
Duran etal.,, 2017). Por el contrario, BLA tiene pocas o ninguna salida del tronco
encefalico, mientras que CeA envia fuertes proyecciones a varias estructuras del tronco
encefalico (Pape & Pare, 2010). La mayoria de las entradas a la amigdala son de vias
excitatorias que usan glutamato como neurotransmisor, estas entradas forman conexiones
sindpticas con las neuronas principales excitatorias, a su vez, estas transmiten a otras
regiones en el SNC o subregiones de la amigdala (LeDoux, 2007). Los axones de las
neuronas principales también dan lugar a conexiones locales con interneuronas inhibidoras,
que luego proporcionan inhibicidn por retroalimentacion a las neuronas principales

(LeDoux, 2007).

De manera muy general, el flujo de informacion a través de la amigdala se da de la
siguiente manera: la amigdala recibe informacion sobre el entorno externo desde el talamo
y las cortezas sensoriales, que se proyectan a la LA; a su vez, LA proyecta dentro de la
BLA a la BA y BM, asi como al CeA (Janak & Tye, 2015; Sah et al., 2003). La BLA esta
reciprocamente conectado con las regiones corticales, como la corteza prefrontal orbital
(PFC) y el hipocampo (HPC), asi como con las areas de asociacion sensorial (Chareyron
et al., 2011; Rodriguez-Duran et al., 2017; Sah et al., 2003). Las salidas predominantemente
unidireccionales del BLA incluyen el cuerpo estriado, especialmente el nicleo accumbens
(NAc), y el nucleo del lecho de la estria terminalis (BNST) y el CeA (Chareyron et al.,
2011; Janak & Tye, 2015). Las proyecciones que salen del complejo basolateral son

neuronas de tipo piramidal y glutamatérgicas (Paré et al., 1995; Sah et al., 2003).
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Adicionalmente, el flujo de informacion en los circuitos de la amigdala se modula
por diversos neurotransmisores, entre ellos NE, DA, Ser y ACh, lo que define la interaccion

entre las neuronas excitatorias e inhibitorias (LeDoux, 2007).

Amigdala basolateral (BLA)

Al igual que en la corteza, BLA contiene dos clases de neuronas, el grupo
dominante (80%) consta de células de proyeccion glutamatérgica de tipo piramidal, con
arboles dendriticos multipolares cubiertos de espinas y axones que aportan multiples
colaterales a las células BLA vecinas, nucleos de la amigdala u otras estructuras del cerebro
(Faber et al., 2001; Liu et al., 2021; McDonald et al., 2012; Sah et al., 2003). Aunque las
neuronas de la BLA son en su mayoria de tipo piramidal, mantienen diferencias
morfoldgicas con las neuronas piramidales de la corteza, por ejemplo, en la forma en que se
distribuyen las dendritas (McDonald et al., 2012; Sah et al., 2003). En el BLA existen tres
tipos de receptores ionotropicos de glutamato: los receptores AMPA, NMDA vy kainato, y
un tipo de receptores metabotropicos (Nikolenko et al., 2020). La segunda clase de células
en la BLA consta de interneuronas gabaérgicas de circuito local con axones cortos y
dendritas espinosas a escasamente espinosas (20% de las células), electrofisiologica y
neuroquimicamente cuenta con diferentes subgrupos de células que llegan a expresar
somatostatina, péptido intestinal vasoactivo o colecistoquinina, y colocalizan con proteinas
fijadoras de calcio, como la parvalbimina (PV) y la calbindina en una alta proporcion de
interneuronas. Sin embargo, se puede encontrar mas de un marcador en una sola
interneurona. (Kemppainen & Pitkanen, 2000; McCool, 2021; Sah et al., 2003). Los
patrones de respuesta de las interneuronas de parvalbumina y somatostatina sugiere una

regulacion de la excitabilidad de las neuronas de proyecciéon y la salida de la BLA
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(Griindemann & Liithi, 2015). De acuerdo con las propiedades electrofisioldgicas, las
neuronas piramidales se diferencian de las interneuronas por la amplitud del potencial de
accion, la frecuencia del potencial de accion y el potencial de hiperpolarizacion (Mahanty

& Sah, 1998).

Dentro del BLA, hay proyecciones glutamatérgicas desde LA hacia los nticleos
basales, particularmente hacia BM; las proyecciones de regreso de los ntcleos basales hacia
LA estan confinadas al sector mas ventral de LA (Paré et al., 1995). Asi, la direccionalidad
predominante de las conexiones internucleares es de dorsal a ventral con proyecciones no
reciprocas con el CE (Pape & Pare, 2010). La amigdala también tiene proyecciones
gabaérgica intra-amigdalinas, especificamente a la parte ventral y anterior del nucleo

amigdaloideo basolateral (Liu et al., 2021).

Con relacion a otras areas del SNC, la BLA recibe proyecciones de las cortezas
prefrontal, insular, auditiva, visual, perirrinal, hipocampo y la corteza entorrinal (McGinnis
et al., 2020; Pitkdnen et al., 2006). A su vez, envia proyecciones al nlcleo accumbens, la
corteza insular, la corteza prefrontal, incluidas las areas prelimbica, limbica y cingulada

anterior (Krettek & Price, 1978; Rodriguez-Durén et al., 2017).

Los cambios plasticos en la amigdala no solo regulados por las neuronas principales
de tipo glutamatérgicas, sino que también de la actividad gabaérgica, la noradrenérgica y la
dopaminérgica (Bissiere et al., 2003; Perumal et al., 2021; Tully et al., 2007). Por ejemplo,
la actividad de noradrenalina permite la induccion de LTP en la amigdala al afectar la
neurotransmision GABA¢érgica inhibitoria (Tully et al., 2007). Asi mismo la activacion de
los receptores de dopamina D2 suprime la inhibicion de retroalimentacion y permite la
induccion de LTP en las sinapsis aferentes excitatorias (Bissiére et al., 2003).
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Funciones de la amigdala

Existe un consenso general en la investigacion de las bases neuronales del
aprendizaje y la expresion del miedo, que indica que la amigdala es un detector rapido de
situaciones y estimulos ambientales aversivos, lo que produce estados afectivos o
conductuales para permitir respuestas adaptativas a amenazas potenciales (Ehrlich et al.,
2009; Janak & Tye, 2015; LeDoux, 2000; Nicolas etal., 2021). Las neuronas LA
desarrollan y mantienen respuestas neuronales excitatorias al inicio de una sefal auditiva
que se ha emparejado con un shock en el pie (Maren, 2005). Aunque el efecto contrario, es
decir un efecto ansiolitico, también se ha observado tras la excitacion selectiva de las

proyecciones glutamatérgicas del BLA al CeA (Tye et al., 2011).

En este sentido, la amigdala recibe informacion sensorial primaria que le permite
codificar y transmitir la valencia de los estimulos ambientales para promover
comportamientos adaptativos. Se ha demostrado que distintos conjuntos celulares en el
complejo BLA median las respuestas a los estimulos apetitivos y aversivos, estas subyacen
al aprendizaje asociativo al asignar valencia a los estimulos sensoriales (Gore et al., 2015).
En el complejo BLA, alrededor de una quinta parte de las neuronas rastrean la valencia
(Namburi et al., 2016) y la evidencia muestra que estas neuronas codificantes de valencia

positiva y negativa estan entremezcladas (Beyeler et al., 2018; Smith & Torregrossa, 2021).

El BLA recibe informacion colinérgica del prosencéfalo basal (BF), informacion
serotoninérgica del nucleo del rafe dorsal (DRN) e informacion dopaminérgica del area
tegmental ventral (VTA). Estas proyecciones responden a estimulos apetitivos y aversivos,
lo que les permite modular la codificacion de valencia. Dentro de la BLA, los conjuntos de

neuronas codifican valencia positiva vs negativa y se proyectan a diversas areas, por

19



ejemplo, las proyecciones al nicleo accumbens (NAc) codifican valencia positiva, las
proyecciones a porciones de la amigdala central (CeA) codifican valencia negativa y las
proyecciones del BLA al hipocampo ventral (vHPC) responden a sefiales relacionadas con
la valencia (Smith & Torregrossa, 2021). Particularmente, la liberacion de glutamato y
norepinefrina en la BLA se ha asociado a la consolidacién de largo plazo en protocolos de

condicionamiento de aversion al sabor (Guzman-Ramos et al., 2012).

Claramente, aprender sobre los estimulos ambientales que predicen la aparicion de
recompensas es adaptativo, al igual que aprender sobre posibles resultados aversivos. La
amigdala recibe informacion directa del tdlamo sensorial y las regiones corticales para
integrar la informacion sensorial del entorno con resultados aversivos y/o apetitivos, por lo
tanto, se puedan llevar a cabo conductas motivadas impulsadas por la valencia del
reforzador y/o la valencia de los estimulos emparejados con ese reforzador (Barberini et al.,
2012; Smith & Torregrossa, 2021). En este sentido, el aprendizaje relacionado con senales
estd involucrada en la asignacion de valencia a los estimulos ambientales (Smith &
Torregrossa, 2021). Las neuronas de la amigdala codifican simultdneamente multiples
dimensiones de dicho aprendizaje, como las propiedades sensoriales de las sefiales
condicionadas, los comportamientos que provocan y su valencia (Kyriazi et al., 2018). Los
estudios de lesiones respaldan estos hallazgos, ya que lesiones de la amigdala afectan la
capacidad de responder a las sefiales frente al cambio del valor recompensante (Murray,
2007). Particularmente, el BLA y el CeA parecen hacer distintas contribuciones a la
representacion del valor; se propone que el BLA representa el valor del resultado junto con

caracteristicas sensoriales especificas, lo que permite la discriminacidon entre multiples
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resultados de una valencia similar, mientras que el CeA mantiene una representacion mas

general de la importancia motivacional de un resultado (Balleine & Killcross, 2006).

Bajo el contexto del aprendizaje relacionado a sefiales, la BLA ha demostrado ser un
area importante que media los procesos de aprendizaje que permiten que los estimulos
pareados con sustancias de abuso adquieran valor de incentivo y control sobre conductas de
busqueda (Smith & Torregrossa, 2021). Por ejemplo, la inhibicién de la funcién BLA a
través de lesiones o la inactivacion reversible perjudica la adquisicion de la
autoadministracion de cocaina a través de una tarea instrumental y, ademads, tras la
extincion del aprendizaje, las manipulaciones en el BLA atenuan la reincorporacion de la
respuesta de autoadministracion tras la presencia de sefiales asociadas a cocina (Pushparaj
et al., 2015). Estos estudios destacan que, si bien el BLA no es responsable de los efectos
reforzantes primarios de la droga, es esencial para que una sefal provoque la representacion
de la valencia reforzante de las sustancias de abuso (Pushparaj et al., 2015; Smith &

Torregrossa, 2021).

ANTECEDENTES

Conexion corteza insular a la amigdala basolateral

Clasicamente se ha considerado que el flujo de informacion en el SNC estd mediado
por vias ascendentes, es decir, de areas subcorticales a areas corticales. Un ejemplo de ellos
es la via BLA-CI, a este flujo de informacion se le denomina bottom-up (o ascendente) y
establece que las propiedades fisicas de los estimulos impulsan el procesamiento de
informacion en las diversas areas del SNC (Riener, 2019). Sin embargo, ahora se sabe que
existe un flujo de informacion a la inversa, conocido como Top-down (o descendente). El

procesamiento descendente estd impulsado por las experiencias previas, es decir la
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memoria y las expectativas del individuo. El cerebro jerarquiza la informacion saliente
segiin las propiedades fisicas de los estimulos y las compara con las experiencias del
organismo, facilitando la percepcion de los estimulos, sin alterar la percepcion sensorial
inicial (Makino, 2019; Osorio-Gomez et al., 2022). En este sentido, se ha reportado una
importante conexion de la CI a la BLA (Gabbott et al., 2005; Kayyal et al., 2019; Lavi

et al., 2018; McGinnis et al., 2020; Nicolas et al., 2021; Wang et al., 2018).

Las proyecciones de la CI a la BLA emergen principalmente de la CI anterior (Wang
et al., 2018), particularmente de las capas V' y VI de la CI agranular y disgranular (Gabbott
et al., 2005; Kayyal et al., 2019). De acuerdo con Kayyal et. al., (2019) 5% de las neuronas
en la CI anterior proyecta a la BLA, de este 5%, el 62% de las neuronas proyectan desde las
capas V y VI (Kayyal et al., 2019). Estas proyecciones son de tipo monosinapticas y

glutamatérgicas (McGinnis et al., 2020).

Funciones de la via CI-BLA

Recientemente, se ha descrito la importancia de la via CI-BLA en una variedad de
respuestas conductuales. Gran parte de la literatura que describe las contribuciones
conductuales de los circuitos insula-basolateral se ha centrado en roles bien establecidos
para estas regiones, tipicamente comportamientos de evitacion relacionados con el gusto
(Kayyal etal., 2019; Lavi etal., 2018). Se ha reportado que la inhibicion, de manera
intraperitoneales o local, de la proyecciéon CI agranular-BLA durante la adquisicion y
recuperacion de un CAS resultd en una disminucion significativa en la prueba de memoria,
sin afectar las respuestas de miedo (Kayyal et al., 2019). Lo que coincide con los hallazgos
de Lavi et. al, (2018) en los que reporta que las neuronas CI que proyectan a la BLA

codifican propiedades condicionadas de los sabores, independientemente de su identidad
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quimica. Se ha propuesto que, durante la adquisicion de un CAS, la activacion de la
proyeccion CI agranular-BLA facilita las asociaciones estimulo incondicionado con uno
condicionado, da forma a la codificacion de valencia de las experiencias gustativas
aprendidas y se reactiva para permitir la recuperacion de asociaciones aprendidas pasadas
(Kayyal et al., 2019). Por otra parte, se ha reportado que la estimulacion optogenética de la
actividad glutamatérgica de la CI anterior produce respuestas gustativas apetitivas (Wang et
al., 2018), pues la asociacion entre la estimulacion de agua o un estimulo gustativo aversivo
como la quinina incrementa el consumo comparado con los grupos controles. Los autores
consideran que el incremento en las respuestas apetitivas apoya la existencia de distintos
sustratos neuronales para la discriminacion de la identidad gustativa y la asignacion de

valencia asociados a esta via (Wang et al., 2018).

Asi mismo, se tiene informacién sobre el papel de la via insula-basolateral en el uso
de sustancias de abuso. McGinnis et. al (2020) utilizaron la estimulacion oOptica de las
proyecciones de la CI agranular anterior a la amigdala basolateral y mostraron que la
exposicion cronica al etanol mejora la funcidn postsinaptica en estas sinapsis. En este
trabajo se midieron las corrientes excitatorias post-sinapticas evocadas por fotoestimulacion
de las terminales del BLA provenientes de la CI agranular y se encontré que la presencia de
DNQX (antagonistas de receptores AMPA) erradico la presencia de las corrientes
excitatorias; asi mismo, en animales expuesto a etanol de manera crdnica reportaron un
aumento en la amplitud de las corrientes excitatorias post-sinapticas en las terminales del
BLA comparados con el grupo control, estos cambios fue bloqueada por la administracion
de ketamina in vivo, lo que sugiere que esta via es capaz de sufrir cambios en la plasticidad

sindptica. Agoitia et al. (2024) demostraron que la actividad de la via Cla-BLA tiene un
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efecto en las conductas adictivas, en este trabajo, los animales pasaron por un protocolo
tradicional de condicionamiento de preferencia al lugar inducido por la inyeccioén
intraperitoneal de anfetamina, después se hicieron pruebas de extincion 1 o 14 dias después
de la ultima inyeccion en las que se fotoinhibia la via y lo que observaron fue que la
inhibicién de la via Cla-BLA solo afectd el nivel de ansiedad por abstinencia en la
evaluacion de 14 dias, lo que implica que la via modula la magnitud de la busqueda
condicionada de drogas después de la abstinencia (Agoitia et al., 2024). Ademas, es sabido
que existen una conexion reciproca de la via BLA-CI que es capaz de tener modificaciones
plasticas en esta region cortical (Rodriguez-Durdn et al., 2017). Lo anterior sugiere la
posibilidad de una comunicacion reciproca entre la Cla y la BLA (Wang et al 2018, Kayyal
et al., 2019) que estaria involucrada en el mantenimiento de memorias, tanto valencia
positiva (Agoitia et al., 2024; Wang et al., 2018) como valencia de negativa (Kayyal et al.,
2019; Lavi et al., 2018). Por lo anterior, el presente proyecto tratd de identificar los posibles
cambios en la plasticidad sinéptica del circuito descendente de la CI anterior a la BLA

subyacentes al mantenimiento de la memoria.

HIPOTESIS

La via descendente glutamatérgica de la Cla-BLA modula la plasticidad sinaptica

expresados como potenciacion y depresion a largo plazo.

OBJETIVOS

Objetivo General
Identificar y caracterizar los cambios en la plasticidad sindptica del circuito neuronal

descendente de la CI ala BLA
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Objetivos Particulares

1. Caracterizar la sefial electrofisiologica de la via Cla-BLA

2. Identificar si es posible generar cambios en la plasticidad sinaptica de la via Cla-
BLA de manera eléctrica.

3. Identificar los patrones de estimulacion optogenéticos capaces de generar cambios
plasticos en la via Cla-BLA

4. Identificar el o los neurotransmisores asociados a los cambios plasticos en la via

Cla-BLA.

METODO

Animales

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6, 12-16 meses para los registros
electrofisiologicos (Figura 3). Todos los ratones usados en los experimentos fueron
tratados con base en lo descrito en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999)
sobre el uso y cuidado de animales de laboratorio. Los ratones fueron almacenados del
nacimiento hasta el momento de los registros electrofisioldgicos en cajas de entre 4 a 5
animales. En el caso de los animales que fueron sometidos a cirugia estereotaxica para la
infeccion de adenovirus para la induccion de LTP optogenética, el almacenamiento tras la
cirugia fue de 2 a 3 animales por caja. Los animales se mantenian en un ambiente de 22 a

24°C con un ciclo 12/12 de luz-oscuridad, con agua y alimento ad libitum.
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1semana constructo viral: 3 semanas electrifisioldgicos Sacrificio e
AAVS/Camkll- (LTR/LTD optogenetica y histologias
ChR2-EYFP farmacologia)

Figura 3. Cronologia de la vida experimental de los ratones utilizados en este proyecto.

LTP eléctrica

Con el fin de inducir LTP de manera eléctrica en la via CI-BLA, los animales fueron
sometidos a cirugia estereotdxica. Para ello, los ratones fueron anestesiados con
pentobarbital (47.5mg/kg i.p.), posteriormente se administraron inyecciones suplementarias
del anestésico a intervalos de una hora con el fin de mantener los niveles quirargicos de

anestesia. La temperatura del cuerpo fue mantenida a 35°C con un cojin térmico.

Se implantaron electrodos hechos de alambre de acero inoxidable (127 pm de
diametro recubierto de tefléon, Biomedical Instruments, Alemania)- Se administré una
estimulacion de corriente constante (pulsos monofasicos de 50-70 pA, duracion de 0.25 ms)
a la CI agranular anterior (AP +1.9mm, ML £3.0mm, DV -2.4 (Paxinos & Franklin, 2004)).
Las respuestas evocadas por las Cla se registraron unilateralmente utilizando un electrodo
monopolar de acero inoxidable colocado en la BLA (AP -1.80 mm, ML +3.4 mm, DV -
5.0mm (Paxinos & Franklin, 2004)). Se analiz6 la pendiente de los potenciales
postsindpticos excitatorios de campo (fEPSPs, por sus siglas en inglés) para medir la

actividad sinéptica de la via Cla-BLA. Las respuestas evocadas fueron suministradas por un
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estimulador Grass S48 y aplicadas al electrodo de estimulacion a través de una unidad de
asilamiento PSIU6, asi mismo fueron amplificadas utilizando un amplificador Grass PS5.
Posteriormente la sefial de los fEPSP fue digitalizada con el software Datawave (SciWorks,
EE. UU.). Se evaluaron diferentes intensidades de estimulacion para identificar la pendiente
maxima de fEPSP. Los potenciales basales evocados al 50% de la pendiente mdxima de
fEPSP se registraron durante 10 minutos para garantizar una linea base representativa.
Posterior a la linea base, se aplicaron 10 trenes de estimulacion con duracion de un segundo
cada uno, a una frecuencia de 100 Hz, con un intervalo intertrén de 20 segundos, con el fin
de inducir la LTP, dicho protocolo se utilizd6 pues se ha comprobado que en la via
ascendente BLA-CI 100hz produce una LTP (Rodriguez-Durén etal., 2017). Tras la
estimulacion de alta frecuencia, las respuestas evocadas fueron registradas durante una hora

mas, con el propdsito de observar los cambios en la pendiente de fEPSPs.

Registros electrofisiologicos con estimulacion optogenética

Aunque la estimulacidon electrofisioldégica se puede realizar con alta precision
temporal, falla en la resolucion celular y en la inhibicion neuronal verdaderamente precisa
no puede lograrse mediante enfoques farmacoldgicos. La optogenética ofrece la ventaja de
combinar la genética y la Optica, lo que genera una manipulacion dirigida de células
seleccionadas en redes neuronales incluso en animales que se mueven libremente (Masseck,

2018).

Con el fin de inducir cambios plasticos de manera optogenética se realizd una
cirugia estereotdxica en ratones en la que se infectd a los animales con un constructo
adenoviral que expreso el canal de rodopsina-2 (ChR2), activado con luz (A 473 nm) y la

proteina reportera (eYFP), bajo el promotor de CaMKII (rAAV5/CamKII-hChR2(H134R)-
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EYFP-WPRE-PA (ACCY)), esto hacia que la estimulacién opotogenética estuviera dirigida
a neuronas glutamatérgicas. Se indujo anestesia con isofluorano 2-3 % y mantenimiento de
esta al 0.5-1%, con flujo constante de oxigeno. Durante la cirugia se aplicaron lagrimas
artificiales para evitar dafio a los 0jos. Se removié una pequefia porcion de piel de la cabeza
del ratén para tener acceso al craneo y se alinearon en bregma al mismo plano horizontal
que lambda. Los animales fueron infectados en la CI agranular anterior en las coordenadas
AP: +1.9 mm, ML: £3.0 mm, DV: -2.0 mm con referencia en el parénquima, a través de la
administracion unilateral de 0.5 pL con el virus rAAVS5/CamKII-hChR2(H134R)-EYFP-
WPRE-PA (ACCY) con 6.2x10'2 moléculas de virus/ml. La administracion fue realizada
manteniendo en la Cla un capilar que permite la difusion del virus por 5 minutos. Pasado
este tiempo, se suturd a los animales y tras 21-28 dias de recuperacion y periodo para la

expresion del virus, se realizaron los registros para la induccion de plasticidad optogenética.

Para los registros se implantaron electrodos hechos de alambre de acero inoxidable
(127 pm de diametro recubierto de teflon, Biomedical Instruments, Alemania). Se
administré una estimulacién de corriente constante (pulsos monofasicos de 50-70 pA,
duracion de 0.25 ms) a la CI agranular anterior (AP +1.9mm, ML 4+3.0mm, DV -2.4
(Paxinos & Franklin, 2004)). Las respuestas evocadas por las Cla se registraron
unilateralmente con un optrodo, que consistia en un electrodo monopolar de acero de 127
micrometros de didmetro y una fibra optica (apertura numeérica 0.22, 200 pm de diametro;
Doric Lenses) en la BLA (AP -1.80 mm, ML £3.4 mm, DV —5.0mm (Paxinos & Franklin,
2004)). Se analiz6 la pendiente de los fEPSPs para medir la actividad sinéptica de la via
Cla-BLA. Las respuestas evocadas fueron suministradas por un estimulador Grass S48 y

aplicadas al electrodo de estimulacion a través de una unidad de asilamiento PSIU6, asi
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mismo fueron amplificadas utilizando un amplificador Grass P5. Posteriormente la sefial de
los fEPSP fue digitalizada con el software Datawave (SciWorks, EE. UU.). Los fEPSP se
registraron durante 10 minutos para garantizar una linea base representativa. Posterior a la
linea base, se realizaron trenes de fotoestimulacion de la siguiente manera: se administro
luz durante 5s (20 Hz, pulsos de 20 ms, 5-10 mW por mm2) con un intervalo OFF de 3s,
esto para evitar la sobreestimulacion o la fototoxicidad (Wang et al.,, 2018).
Adicionalmente, para explorar los protocolos de estimulacion optogenéticos capaces de
generar cambios en la plasticidad retomamos las frecuencias utilizadas por Nabavi et al.,
(2014) de 10 Hz y 1 Hz adaptadas al protocolo de Wang et. al (2018). Tras la estimulacion
optogenética, las respuestas evocadas fueron registradas durante una hora mas, con el

proposito de observar los cambios en la pendiente de los fEPSPs.

Farmacologia

Con el fin de investigar los receptores responsables de los cambios en la plasticidad
sindptica observados tras la estimulacion optogenética se realizaron los siguientes
experimentos. Después del registro de linea base, se administraron antagonistas de los
receptores glutamatérgicos. Para administrar los farmacos conectamos un electrodo de
infusion (microtubos de acero inoxidable recubiertos de epoxi, 0.07” ID) a una
microjeringa Hamilton de 10 pL (The Hamilton Company Quality System, EE. UU.) a
través de un tubo de polietileno, que era impulsada por una bomba de microinfusion (Cole
Parmer Instrumentos). Con el proposito de inhibir los receptores NMDA se infundi6 en la
BLA DL-2-amino-5fosfonopentanoico (10 mg ml™!, DL-APS5, #0105 Tocris Bioscience), un
antagonista de dichos receptores en un volumen de 0.3ul a 0.25ul/ml; en un grupo

experimental diferente se infundi6 CNQX también en BLA (1 mg ml!, hidrato de sal
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disodica CNQX, #C239 Sigma-Aldrich), un antagonista de los receptores AMPA en un
volumen de 0.3ul a 0.25ul/m o como grupo control, se infundi6 solucién salina isoténica

(0.9%) en un volumen de 0.3pul a 0.25pul/ml.

Curvas entrada-salida (I/O)
Con el proposito de determinar la eficiencia sinaptica para un rango determinado de

intensidades de estimulacion, se midid la relacion entre la entrada de corriente y la salida de

voltaje (I/O) en la via Cla-BLA de OpA a 100pA

Inmunofluorescencia

Con el fin de obtener observar la correcta infeccion de los constructos virales se
realizaron inmunohistoquimicas a cortes de cerebro de los animales experimentales. Tras
los registros electrofisiologicos, a los animales se les administr6 una dosis letal de
pentobarbital sédico y solucidn salina 1:1, inmediatamente después se realizo la fijacion del
cerebro mediante perfusion intracardiaca con 0.9 % de NaCl seguido de solucion de
paraformaldehido 4% pH 7.4. Los cerebros se removieron y se colocaron en solucion de
paraformaldehido 4% pH 7.4 por 12 horas aproximadamente, posteriormente se colocaron
en solucion de sacarosa 30% durante 48 horas. Los cerebros fueron colocados en Tissue-tek
para realizar cortes coronarios con el criostato (Leica Biosystem, Richmond, USA) en
cortes de 40 um colocados en flotacion en buffer de Trizma base-salina (TBS) 0.1 M pH

7.4.

Para determinar la inmunofluorescencia de la proteina reportera eYFP del
adenovirus infectado en los somas de la Cla y las respectivas terminales en la BLA, se
selecciond cortes correspondientes las areas mencionadas y se realizdo el siguiente
protocolo: 2 lavados con TBS 1x pH 7.4 durante 5 minutos, seguido se agregé DAPI al 0.3
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uM por 1min, finalmente 2 lavados TBS 1x pH 7.4 por 10 minutos. Finalmente se realiz6

montaje en laminillas VWR en medio DAKO.

Tincidn de Nissl
Con el fin de determinar la localizacion en donde los electrodos cayeron y se

realizaron los registros, se realiz6 la tincion de Nissl.

El protocolo de tincion consistid en lo siguiente: se recuperaron los cortes deseados
de la Cla y la BLA, se montaron en laminillas gelatinizadas y se dejaron secar por 24-48
horas. Tras este periodo, las laminillas se sometieron a trenes de hidratacion y
deshidratacion: 2 minutos de agua destilada, 2 minutos de violeta de cresilo al 1%, un
lavado rapido de etanol al 96%, 3 lavados de con alcohol 96% por 1 minuto cada uno, 1
minuto de xileno y 2 minutos de xilol. Finalmente se agregé medio de montaje Permount y

se cubrid la laminilla con un cubreobjetos.

Andlisis estadistico

Los datos experimentales se graficaron y analizaron con el software GraphPad
Prism (version 7.00, EE. UU.). Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas, seguido de la
prueba post hoc de Fisher para comparar las diferencias entre los grupos, o en su caso una
prueba t no pareada. Se compard los 10 minutos del registro de la linea base con los tltimos
10 minutos de la pendiente fEPSP posterior la estimulacion de alta frecuencia o la
optogenética. Todos los graficos se mostraron la media =SEM con una significancia

estadistica de p < 0,05.
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RESULTADOS

Caracterizacion electrofisiologica de la via Cla-BLA

Con el fin de caracterizar la sefial electrofisioldgica de la via Cla-BLA se realizaron
registros de las respuestas evocadas en el BLA de manera unilateral, las respuestas fueron
evocadas unilateralmente a través de estimulacion directa en la CI anterior en ratones de la
cepa C57BL6/J. La estimulacion se realizo con pulsos monofasicos de 50-70pA de 0.25 ms
de duraciéon y se registraron los fEPSPs. En la figura 4A-B se muestra imagenes
representativas de la localizacion de los electrodos de estimulacion y de registro en la CI
anterior y la BLA, respectivamente. Una vez comprobada la correcta localizacién de los
electrodos, se muestra un trazo representativo de la morfologia de los componentes
encontrados durante el registro electrofisiologico de la sefial en la fig. 4C, en €I, se encontrd
ademas del artefacto de estimulacién, componentes monosindpticos y no monosinapticos.
La sefial monosinaptica mostraba un inicio a los 3ms, una cresta en los 9ms y un descenso
que continua hasta los 17ms. A una estimulacion de 50-70pA, el promedio de la amplitud
de la senal es de 278.07 uV (£35.2 SEM), y una pendiente de 96.95 nV/ms (£18.51 SEM)
(n=22). Finalmente, en fig. 4D se realizd un registro input-output de la sefial de la sefal

Cla-BLA con el fin de mostrar la excitabilidad de la senal.
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Figura 4. Morfologia de la sefial electrofisiolégica de la via CI anterior-BLA. A) Imagen representativas
de la localizacion del electrodo de estimulacion en la CI anterior. B) Imagenrepresentativas de la localizacion
del electrodo de registro en la BLA. En ambos casos se presenta su contraparte a la altura de bregma
correspondiente, con referencia a “The mouse brain in stereotaxic coordinates” (Paxinos & Franklin, 2004).
C) Se presenta un trazo representativo de la morfologia de componentes encontrados durante el registro
electrofisiologico de la sefial D) Registro input-output de la sefial de la sefial CI anterior-BLA. Se presenta el
registro de la pendiente del potencial postsinaptico excitatorio en condiciones basales

Estimulacion eléctrica de alta frecuencia produce LTP en la via Cla-BLA

Con el fin de establecer si la via Cla-BLA presenta LTP, se realizaron registros de
las respuestas en el BLA evocadas unilateralmente a través de estimulacion directa en la
Clay se dio una HFS de 100Hz. En la figura 5A se observa una representacion grafica de
la posicion de los electrodos para el registro electrofisioldgico. En la fig. SB se muestra el
grafico de las respuestas evocadas de la BLA proveniente de la Cla, la administracion de
trenes HFS en la Cla indujo una LTP, pues la pendiente de los fEPSPs mostr6 un aumento

significativo entre la linea base y los ultimos 10 minutos post-trenes (%fEPSPSs linea base
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100.19 £+ 1.2; %tEPSPSs post-trenes 124.02 + 1.19) (media £ S.E.M.) (t=29.10, df=58,
p<0.05). En la fig. SC se muestra una grafica de barras que senala las diferencias

significativas entre la linea base y el registro de los ultimos 10 minutos post-trenes.
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Figura 5. Potenciacion a largo plazo de la via CI anterior-BLA. A) Representacion grafica la
posicion de los electrodos para el registro electrofisiologico. B) Grafico que muestra los cambios en la
fEPSPs en la via Cla-BLA, tras una estimulacion de alta frecuencia (HSF) se indujo una LTP en la via.
C) Representacion grafica de las diferencias significativa entre la media de la linea base y la media de

los ultimos 10 minutos del registro post-trenes. Los recuadros negros en la figura B denotan el periodo
de tiempo que se grafica en figura D. Todos los datos se muestran como media + SEM. *Diferencia

significativa contra linea base.

Plasticidad sinaptica de la via Cla-BLA inducida por optogenética
Estimulacion optogenética de 20 HZ produce LTP en la via Cla-BLA

Una vez demostrado que la via Cla-BLA presenta una modulacién plastica,
decidimos explorar si era posible inducir cambios en la plasticidad sindptica de manera
optogenética. Para esto, se infecté a los animales con el constructo adenoviral
(rAAV5/CamKII-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-PA (ACCY). El constructo viral nos

permitid marcar y estimular de manera exclusiva las neuronas de tipo glutamatérgicas.
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Primero, mostramos en la figura 6 fotos representativas de cortes coronales del cerebro de
animales que fueron infectados. En la figura 6A se observa la expresion de la proteina
reportera eYFP en los somas en la Cla (sitio de la infeccion) y en las terminales
glutamatérgicas de la BLA (fig. 6B), en ambos casos existe una co-localizacion con el
marcador de nucleos/somas celulares DAPI. Esto comprueba la conectividad
glutamatérgica en la via Cla-BLA y nos permitidé comprobar la correcta infusion del

constructo viral.
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Figura 6. Diagrama de la infeccion en la CI anterior y difusion del virus a la BLA. A) Imagenes
representativas de la infeccion en la CI anterior, en azul observamos el marcador de nucleos DAPI y en verde
el marcaje de la proteina eYFP, la proteina reportera fluorescente del constructo viral. El ultimo recuadro
muestra el merge de DAPI y eYFP. B) Imagenes representativas de la difusion del virus a las terminales en

BLA provenientes de la CI anterior.
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Una vez comprobada la conectividad de tipo glutamatérgica que existe en la via
Cla-BLA, analizamos diferentes frecuencias de estimulacion y sus efectos en la fuerza
sindptica de la via. Nuestro primer resultado indica que una estimulacion de 20 Hz en la
via Cla-BLA induce una LTP. En la figura 7A se muestra un grafico representativo de la
estrategia experimental, en la que se infectd en la Cla el constructo viral o en el grupo
control, un constructo que contaba unicamente con la proteina reporte eYFP bajo el
promotor CaMKII (a partir de ahora, nos referiremos a ellos como grupo ChR2 o grupo
eYFP). Después de 21-28 dias se realizaron los registros electrofisiologicos, en donde en la
Cla se colocod un electrodo de estimulacion, mientras que en la BLA un optrodo que
consistia en una fibra Optica que permitia fotoestimular la terminales de la BLA
provenientes de la Cla y un electrodo que registraba las respuestas evocadas, esto con el fin
de inducir una LTP. En la fig. 7B se muestra el grafico de las respuestas evocadas de la
BLA proveniente de la Cla y lo que observamos es que la estimulacion de terminales
glutamatérgica en la BLA provenientes de la Cla indujo una LTP, pues la pendiente de los
fEPSPs mostr6 un aumento significativo comparado con la linea base y con su grupo
control. Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas que mostrd un efecto principal por la
estimulacion F(3, 28)=18.19 P<0.05. La prueba post-hoc de Fisher mostr6 diferencias
significativas en la pendiente de los fEPSP entre la linea base y la pendiente post-trenes en
el grupo ChR2 (P<0.05), de igual manera entre la pendiente de los fEPSP post-trenes en los
grupos ChR2 y eYFP (P<0.05). Finalmente, en la Fig. 7C se muestra la representacion
grafica de las diferencias significativa entre la linea base del grupo ChR2 (%fEPSPSs LB
101.28 + 0.7; %fEPSPSs post-trenes 163.84 + 0.92) y el grupo eYFP (%fEPSPSs LB 99.92
+ 1.04; %fEPSPSs post-trenes 96.94 + 1.04), contra la media de los ultimos 10 minutos del

registro post-trenes.
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Figura 7. Potenciacion a largo plazo de la via CI anterior-BLA inducida opto genéticamente. A)
Representacion grafica la posicion de electrodos y optrodos para el registro electrofisiologico. B) Grafico que
representa los cambios en la pendiente de los fEPSPs tras una estimulacion optogenética de 20Hz en la via
Cla-BLA. Se muestra que la estimulacion de 20Hz produce una LTP pues, se observa un aumento
significativo de la pendiente de los fEPSP tras la estimulacion. Existen también diferencias significativas con
el grupo control C) Representacion grafica de las diferencias significativa entre la linea base y los tltimos 10
minutos del registro post-trenes en los grupos ChR2 y eYFP. Los recuadros negros en la figura B denotan el
periodo de tiempo que se grafica en figura C. Todos los datos se muestran como media £ SEM. *Diferencia
significativa contra linea base, #Diferencia significativa entre grupos.

Estimulacion optogenética de 1 Hz no produce cambios en la plasticidad sindptica
Reportes de la actividad de la amigdala han sefialado que una estimulacion de 1Hz

en LA produce una LTD (Nabavi etal., 2014), por esto se indagd el efecto de una
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fotoestimulacion de 1Hz en la via Cla-Bla. Para esto, se repitid la estrategia anterior, pero
con una estimulacion de 1Hz. En la figura 8A se muestra una representacion grafica de la
posicion del electrodo y el optrodo. En fig. 8B muestra el grafico de las respuestas
evocadas de la BLA proveniente de la Cla y lo que observamos es que la estimulacion de
1Hz de las terminales glutamatérgica en la BLA provenientes de la Cla no modifico la
pendiente de los fEPSPs entre la linea base y el registro post-trenes (t=0.03, df=58, p=
0.97). En fig. 8C se observan la muestra la representacion grafica de las diferencias
significativa entre la linea base del grupo ChR2 1Hz contra la media de los ultimos 10
minutos del registro post-trenes (%fEPSPSs LB 100.5 + 1.41; %fEPSPSs post-trenes

100.09+ 1.75).
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Figura 8. La estimulacién optogenética de 1 Hz no produce cambios en la plasticidad sindptica en la via
CIa-BLA. A) Representacion grafica la posicion de electrodos y optrodos para el registro electrofisiologico.
B) Grafico que representa la pendiente de los fEPSPs tras una estimulacion optogenética de 1Hz en la via
Cla-BLA y no se encontraron diferencias significativas entre las medias de la linea base y el registro post-
trenes. C) Representacion grafica de las diferencias significativa entre la linea base y los ultimos 10 minutos
del registro post-trenes en el grupo ChR2. Los recuadros negros en la figura B denotan el periodo de tiempo
que se grafica en figura C. Todos los datos se muestran como media + SEM. *Diferencia significativa contra

linea base, #Diferencia significativa entre grupos.

Estimulacion optogenética de 10 Hz produce LTD en la via Cla-BLA
Finalmente, evaluamos si la estimulacion optogenética a 10Hz producia cambios en

la fuerza sinaptica de la via Cla-BLA (figura 9). Se volvid a utilizar la misma estrategia
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mencionada anteriormente y se encontré que la estimulacion de las terminales en BLA
provenientes de la Cla a 10Hz se produce una LTD (fig. 9B) demostrada por una
disminucién de la pendiente de los fEPSPs comparada con la linea base y su grupo control.
El ANOVA de medidas repetidas mostrd un efecto principal por la estimulacion F(3,
24)=19.86 P < 0.0001. La prueba post-hoc de Fisher mostr6 diferencias significativas entre
la pendiente de los fEPSPs de la linea base y los post-trenes en el grupo ChR2 (P<0.005), y
la pendiente de los fEPSPs post-trenes en los grupos ChR2 y eYFP (P<0.05). En la Fig. 9C
se muestra la representacion grafica de las diferencias significativa entre la linea base del
grupo ChR2 (%fEPSPSs LB 99.98 + 0.94; %fEPSPSs post-trenes 62.33 + 1.34) y el grupo
eYFP (%fEPSPSs LB 99.79 + 1.92; %fEPSPSs post-trenes 96.40 + 1.2), contra la media de
los ultimos 10 minutos del registro post-trenes. Finalmente, en la Figura 10 se muestra un

resumen de los resultados de las diferentes frecuencias de estimulacion en la via Cla-BLA.
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Figura 9. La estimulacion optogenética de 10 Hz produce LTD en la via Cla-BLA A)
Representacion grafica la posicion de electrodos y optrodos para el registro electrofisiologico. B)
Grafico que representa los cambios en la pendiente de los fEPSPs tras una estimulacion optogenética de
10Hz en la via Cla-BLA. Se muestra que la estimulacion de 10Hz produce una LTP pues, se observa una
disminucion significativa de la pendiente de los fEPSP tras la estimulacion. Existen también diferencias
significativas con el grupo control C) Representacion grafica de las diferencias significativa entre la
linea base y los ultimos 10 minutos del registro post-trenes en los grupos ChR2 y eYFP. Los recuadros
negros en la figura B denotan el periodo de tiempo que se grafica en figura C. Todos los datos se
muestran como media + SEM. *Diferencia significativa contra linea base, #Diferencia significativa entre

grupos.
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Figura 10. Resumen de las diferentes frecuencias de estimulacion optogenética en la via Cla-Bla. Se
observa que la estimulacion de 1 HZ no tiene efectos en la plasticidad sinaptica. E1l ANOVA de medidas
repetidas mostré un efecto principal por la estimulacion F (5, 41) =11.28 P<0.05. La prueba post-hoc de
Fisher mostr6 diferencias significativas entre la pendiente de los fEPSPs de la linea base y los post-trenes del
grupo 20Hz (P<0.05) y 10Hz en el grupo ChR2 (P=<0.05), también entre grupos se encontrd diferencias
significativas entre los grupos 20Hz vs 1 Hz (P<0.05), 20Hz vs 10Hz (P<0.05) y 10Hz vs 1Hz (P<0.05).
*Diferencias significativa contra linea base, #Diferencias significativa entre grupos. B) Representacion
grafica de las diferencias significativa entre la media de la linea base y la media de los Gltimos 10 minutos del
registro post-trenes. Los recuadros negros en la figura A denotan el periodo de tiempo que se grafica en figura
B. *Diferencias significativa contra linea base, #Diferencias significativa entre post-trenes 20Hvs10Hz
$Diferencias significativa entre post-trenes 20Hvs1Hz y 10Hzvs1Hz. Todos los datos se muestran como
media + SEM

Inhibicion farmacolégica de la via Cla-BLA
La aplicacion de APV elimina la LTP optogenética y desenmascara una LTP no dependiente
de receptores NMDA

Con el fin de evaluar a los receptores responsables de los cambios plasticos
presentados en la via Cla-BLA por la fotoestimulacion a diferentes frecuencias, decidimos
utilizar antagonistas de los receptores glutamatérgicos NMDA y AMPA. En la figura 11
observamos la estrategia para el antagonismo de receptores NMDA. En la fig. 11A de
observa un gréfico de la posicion de los electrodos: en la Cla se coloco un electrodo de
estimulacién y en la BLA un optrodo, que consistia en una fibra Optica que permitia la

fotoestimulacion y un electrodo de microinfusion conectado a una jeringa Hamilton, esto
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permitia la fotoestimulacion, el registro de las respuestas evocadas y la infusién del
farmaco. En la fig. 11B observamos el protocolo de registro, que consistié en 10 minutos de
linea base, seguido de la infusion de APV (10 mg/ml), un antagonista de los receptores
NMDA (0.3pul a 0.25ul ml) o una solucién salina (SS) isotonica al 0.9% como grupo
control; después, se tomo una segunda linea base y tras estos 10 minutos, se fotoestimulo y
finalmente se registraron las respuestas evocadas por hora y media. En la Fig. 11C se
observa que la infusion de APV aboli6 la LTP inducida optogenéticamente a 20Hz,
mientras que en el grupo ChR2 SS se produjo la LTP esperada. El ANOVA de medidas
repetidas mostrd un efecto principal de grupo F(3, 20) = 9.76 P < 0.05. La prueba post-hoc
de Fisher mostr6 diferencias significativas entre la pendiente de los fEPSP de la linea base
y los post-trenes del grupo ChR2 SS P<0.05, mientras que el grupo ChR2 APV no se
encontraron diferencias significativas P= 0.57. Adicionalmente se encontraron diferencias
significativas entre la pendiente de los fEPSP pos-trenes entre el grupo ChR2 SS y ChR2
APV P<0.05. En la fig. 11D se muestra la representacion grafica de las diferencias
significativa entre la linea base del grupo 20Hz ChR2 APV (%fEPSPSs LB 99.57 + 2.56;
%fEPSPSs post-trenes 106.08 + 2.79) y el grupo 20Hz ChR2 SS (%fEPSPSs LB 100.19 +
2.06; %fEPSPSs post-trenes 151.34 = 1.91), contra la media de los ultimos 10 minutos del

registro post-trenes.

Por otra parte, la infusion de APV desenmascar6 una LTP no dependiente de
receptores NMDA tras la estimulacion de 10Hz en el grupo ChR2 APV, mientras que en el
grupo ChR2 se produjo la LTD esperada (Fig. 11E). El ANOVA de medidas repetidas
mostré un efecto principal de grupo F (3, 30) = 24.19 P <0.05. La prueba post-hoc de

Fisher mostré diferencias significativas en el aumento de la pendiente entre la linea base y
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los post-trenes del grupo ChR2 APV P<0.05, una disminucion significativa de la pendiente

de fEPSP entre linea base y post-trenes en el grupo ChR2 SS P<0.05, y una diferencia en la

pendiente de los fEPSS post-trenes entre los grupos ChR2 SS y ChR2 APV P<0.05. En la

fig. 11F se muestra la representacion grafica de las diferencias significativa entre la linea

base del grupo 10Hz ChR2 APV (%fEPSPSs LB 99.98 + 1.32; %fEPSPSs post-trenes

125.89 + 1.6) y el grupo 10Hz ChR2 SS (%fEPSPSs LB 102.21 + 1.15; %fEPSPSs post-

trenes 78.56 + 1.24), contra la media de los ultimos 10 minutos del registro post-trenes
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Figura 11. La aplicacion de APV elimina la LTP optogenética y desenmascara una LTP no
dependiente de receptores A) Representacion grafica la posicion de electrodos y optrodos para el
registro electrofisiologico. B) Representacion grafica del protocolo de registro electrofisiologico. C)
Grafico que representa los cambios en la pendiente de los fEPSPs tras una estimulacion optogenética de
20Hz en la via Cla-BLA y el antagonismo de los receptores NMDA. La infusiéon de APV bloquea la
induccion de LTP, mientras que en el grupo control (ChR2 SS) se induce la LTP esperada. D)
Representacion grafica de las diferencias significativa entre la linea base y los ultimos 10 minutos del
registro post-trenes en los grupos 20Hz ChR2 APV y 20Hz ChR2 SS. C) Grafico que representa los
cambios en la pendiente de los fEPSPs tras una estimulacién optogenética de 10Hz en la via Cla-BLA y
el antagonismo de los receptores NMDA. La infusion de APV desenmascard una LTP no dependiente
de receptores NMDA tras la estimulacion de 10Hz en el grupo ChR2 APV, mientras que en el grupo
10Hz ChR2 SS se produjo la LTD esperada. También se encontraron diferencias significativas en la
pendiente de los fEPSS post-trenes entre los grupos ChR2 SS y ChR2 APV. F) Representacion grafica
de las diferencias significativa entre la media de la linea base y la media de los ultimos 10 minutos del
registro post-trenes en los registros de los grupos 10Hz Chr2APV y 10Hz ChR2 SS. Los recuadros
negros en la figura C y D denotan el periodo de tiempo que se grafica en figura E y F, respectivamente.
Todos los datos se muestran como media = SEM. *Diferencia significativa contra linea base,
#Diferencia significativa entre grupos.

La aplicacion de CNQX elimina la LTP y LTD optogenética

Finalmente, se evalto el antagonismo de los receptores AMPA en la induccion de
LTP o LTD en la via Cla-BLA. Se sigui6 la misma estrategia experimental mencionada
anteriormente, pero esta vez, se infundi6 CNQX un antagonista de los receptores AMPA
(1mg/ml, 0.5ul a 0.25ul ml). Se observa en la Fig. 12C la infusién de CNQX aboli6 la LTP
inducida por la fotoestimulacion optogenética de 20Hz, mientras que en el grupo SS se
produjo la LTP esperada. El ANOVA de medidas repetidas mostrd un efecto de grupo F (3,
16) = 9.66 P<0.05. La prueba post-hoc de Fisher mostrd diferencias significativas de la
pendiente de los fEPSP entre la linea base y la post-estimulacion del grupo ChR2 SS
P<0.05, mientras que el grupo ChR2 CNQX no se encontraron diferencias significativas P=
0.82. Adicionalmente se encontraron diferencias significativas de la pendiente de los fEPSP
post-estimulacion entre el grupo ChR2 SS y ChR2 APV P<0.05. En la fig. 12D se muestra
la representacion grafica de las diferencias significativa entre la linea base del grupo 20Hz

ChR2 CNQX (%fEPSPSs LB 100.13 £ 4.0; %fEPSPSs post-trenes 103.26 + 2.78) y el
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grupo 20Hz ChR2 SS (%fEPSPSs LB 100.19 + 2.06; %fEPSPSs post-trenes 151.34 +
1.91), contra la media de los ultimos 10 minutos del registro post-trenes. Finalmente, en la
Fig. 12E se observa que la infusion de CNQX abolié la LTD inducida por optogenética a
10Hz, mientras que el grupo control mostré una LTD en el grupo ChR2 SS. El ANOVA de
medidas repetidas mostr6é un efecto principal de grupo F (3,32) = 3.29 P < 0.05. La prueba
post-hoc de Fisher mostro diferencias significativas en la disminucién de la pendiente de
los fEPSPS entre la linea base y los post-trenes del grupo 10 ChR2 SS P<0.05, sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas de la pendiente de fEPSP entre linea
base y post-trenes en el grupo 10 ChR2 CNQX P= 0.94. También, se encontrd una
diferencia en la pendiente de los fEPSS post-trenes entre los grupos 10Hz ChR2 SS y 10Hz
ChR2 CNQX P<0.05. En la fig. 12F se muestra la representacion grafica de las diferencias
significativa entre la linea base del grupo 10Hz ChR2 CNQX (%fEPSPSs LB 99.44 + 1.07;
%fEPSPSs post-trenes 95.06 £ 0.84) y el grupo 10Hz ChR2 SS (%fEPSPSs LB 102.21 +
1.15; %fEPSPSs post-trenes 78.56 + 1.24), contra la media de los tltimos 10 minutos del

registro post-trenes.
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Figura 12. La aplicacion de CNQX elimina la LTP y LTD optogenética A) Representacion grafica la
posicion de electrodos y optrodos para el registro electrofisioldgico. B) Representacion grafica del
protocolo de registro electrofisiologico. C) Grafico que representa los cambios en la pendiente de los
fEPSPs tras una estimulacion optogenética de 20Hz en la via Cla-BLA y el antagonismo de los
receptores AMPA. La infusion de CNQX bloquea la induccion de LTP, mientras que en el grupo control
(ChR2 SS) se induce la LTP esperada. D) Representacion grafica de las diferencias significativa entre la
linea base y los ultimos 10 minutos del registro post-trenes en los grupos 20Hz ChR2 CNQX y 20Hz
ChR2 SS. C) Grafico que representa los cambios en la pendiente de los fEPSPs tras una estimulacion
optogenética de 10Hz en la via Cla-BLA y el antagonismo de los receptores AMPA. La infusion de
CNQX bloqueo la induccion de LTD tras una estimulacion de 10Hz en el grupo ChR2 CNQX, mientras
que en el grupo 10Hz ChR2 SS se produjo la LTD esperada. También se encontraron diferencias
significativas en la pendiente de los fEPSS post-trenes entre los grupos 10 ChR2 SS y 10 ChR2 CNQX.
F) Representacion grafica de las diferencias significativa entre la media de la linea base y la media de los
ultimos 10 minutos del registro post-trenes en los registros de los grupos 10Hz Chr2CNQX y 10Hz
ChR2 SS. Los recuadros negros en la figura C y D denotan el periodo de tiempo que se grafica en figura
E y F, respectivamente. Todos los datos se muestran como media + SEM. *Diferencia significativa contra
linea base, #Diferencia significativa entre grupos.
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DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar los cambios en la plasticidad
sinaptica del circuito neuronal descendente de la CI a la BLA, tanto de manera eléctrica
como de manera optogenética. Esto nos permitié encontrar que la via Cla-BLA muestra una
modulacion sindptica bimodal inducida por optogenética; mientras que la fotoestimulacion
de 20Hz es capaz de generar una LTP, la estimulacion de 10Hz genera una LTD (figura 10).
En su mayoria, los cambios en plasticidad son dependiente de los receptores NMDA y
AMPA, sin embargo, el antagonismo de los receptores NMDA y una estimulacion de 10Hz

desenmascard una LTP independiente de los receptores NMDA (figura 11).

La sefial de la via CIa-BLA presenta similitudes con la sefial BLA-CI

Hasta donde nuestra revision tuvo alcance, esta es la primera vez que se reporta la
sefial de los potenciales locales de campo de la via Cla-BLA. Si bien, ya existian trabajos
donde se describia la conexion anatémica (Gabbott et al., 2005; Kayyal et al., 2019) o
conductualmente (Kayyal et al., 2019; Lavi et al., 2018; McGinnis et al., 2020; Wang et al.,
2018) esta via, ningln trabajo habia reportado la morfologia de la sefial de los potenciales
locales de campo o habian evaluado los cambios en la plasticidad sindptica inducidos por
estimulacidon optogenética. Lo que observamos en este trabajo fue que la morfologia de la
sefal de la via Cla-BLA (figura 4) comparte los mismos elementos de la sefial de la via
BLA-CI reportada en otros trabajos (Escobar et al., 1998; Escobar & Bermudez-Rattoni,
2000; Rodriguez-Duran et al., 2017, 2023). Las medidas de amplitud de la sefial, la media
de la pendiente, la cresta y el pico de la sefal de la via Cla-BLA coinciden con los datos

reportados por Rodriguez-Duran et al. (2017) de la via BLA-CI. Es necesario un analisis
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mas fino de las propiedades electrofisiologicas para encontrar las diferencias y/o

similitudes de ambas senales.

La via Cla-BLA presenta cambios en la plasticidad sinaptica de manera bimodal

Una vez establecida la morfologia de sefal de la via Cla-BLA, se investigd la
plasticidad sinaptica al aplicar trenes de alta frecuencias (100Hz) de manera eléctrica y se
comprobd, que al igual que la via BLA-CI (Escobar et al., 1998; Escobar & Bermudez-
Rattoni, 2000; Rodriguez-Duran et al., 2017, 2023), la via descendente es capaz de generar
una LTP (figura 4). Una vez confirmado que esta via es susceptible a cambios en la
plasticidad sindptica de manera eléctrica, se investigo si era posible inducir cambios en la
fuerza sindptica de manera optogenética. Si bien, la estimulacion electrofisiologica se
puede realizar con alta precision temporal, la optogenética nos permite estimular una
poblacion de neuronas especificas y causar menor dafo celular (Masseck, 2018). Lo que se
encontrd fue que la via Cla-BLA muestra una modulacion sindptica bimodal, pues, a 20Hz

se produjo una LTP y a 10Hz una LTD (figura 7, 9 y 10).

Como ya mencionamos, los mecanismos de LTP y LTD en gran parte estan
mediados por la actividad de Ca®". Se ha sugerido que los patrones espaciotemporales de la
actividad de Ca*' son uno de los factores que controlan los cambios en la plasticidad
sinaptica en respuesta a la estimulacion, particularmente en la especificidad de las entradas
sinapticas a las dendritas (cooperatividad) y la permeabilidad de los canales de Ca®"
(especificidad) (Augustine et al., 2003; Jedrzejewska-Szmek et al., 2023; Kornijcuk et al.,
2020; Magee & Johnston, 1997). En la post-sinapsis la induccion de LTP y LTD parece

depender de la actividad relativa de las cinasas y las fosfatasas, mientras que la actividad

predominante de la cinasa conduce a LTP (a través de la fosforilacion de varios sustratos),
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la actividad de la fosfatasa conduce a LTD. La concentracion intracelular de Ca*" es el
principal desencadenante de la induccion de LTD/LTP (Castellani et al., 2001; Jedlicka,
2002). El modelo ABS postulado por Artola, Brocher y Singer, se incorporan ideas de
modelo BCM (Bienenstock et al., 1982; Keck etal., 2017) y la actividad de Ca**. Este
modelo formula que existen dos umbrales de la concentracion de Ca®" dependientes del
voltaje para LTD y LTP, si se alcanza el primer umbral las sinapsis activadas se deprimen y
si se alcanza el segundo umbral, que requiere una despolarizacion mas fuerte, las sinapsis

activadas se potencian (Artola & Singer, 1993; Jedlicka, 2002).

Esto parece indicar que estimular las neuronas glutamatérgicas de la via Cla-BLA,
en sus diferentes frecuencias, permite la entrada de Ca®* en estos umbrales lo que es capaz
de generar una LTP o LTD. En el caso de la estimulacion de 20Hz que produce una LTP
(figura 7) la actividad de CaMKII, promotor bajo el cual se expreso la proteina ChR2 y lo
que permitia la fotoestimulacion, ha reportado ser importante en la induccidén y expresion
de la LTP (Hayashi, 2022; Jedlicka, 2002; Murakoshi et al., 2017). Se ha reportado que la
estimulacion de alta frecuencia provoca una activacion prolongada de CaMKII, una cinasa
implicada en la génesis de la LTP (Lisman et al., 2012). CaMKII es capaz de fosforilar
diversos substratos, entre ellos la subunidad GluAl del receptor AMPA, las subunidades
GIuN2A y 2B del receptor NMDA, el factor de transcripcion CREB, entre otros (Hayashi,
2022). Se ha demostrado que la actividad de CaMKII es importante solo en la induccion y
expresion de la LTP, aunque no el mantenimiento, pues la inhibicion de CaMKII 1 minuto
después de estimulacion no afecta el mantenimiento de la LTP (Murakoshi et al., 2017). Por
otra parte, la estimulacion de 10Hz en la via Cla-BLA produce una LTD (figura 9). La

estimulacion de 10Hz permite la entrada de Ca?", sin embargo, el umbral de Ca" no activa
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cinasas, sino fosfatasas (Castellani et al., 2001; Jedlicka, 2002), particularmente la proteina
fosfatasa 2B, la cual desfosforila el inhibidor-1, lo que conduce a la activacion de la
proteina fosfatasa 1. A su vez, esta fosfatasa desfosforila, entre ellos, la subunidad GluAl
de los receptores AMPA (Collingridge et al., 2010), esto produce la endocitosis de estos
receptores y por lo tanto, una disminucion de la eficiencia sindptica (Collingridge et al.,
2010; Yu et al., 2008). Es importante sefialar que a 1hz, no se produjo ningiin cambio en la
eficiencia sindptica (figura 8), esto podria estar relacionado a las propiedades del canal
ChR2, pues se ha demostrado que la cinética de esta opsina le permite responder con mayor
fidelidad a frecuencias de entre 5 a 30Hz (Boyden et al., 2005), por lo que una estimulacién
de 10 o 20Hz permite la despolarizacion de la neurona y la posterior entrada de Ca?",
mientras que 1Hz esto no sucede. Si bien, Nabavi et al., (2014) reportd una LTD con una
estimulacion de 1hz, tanto los patrones de estimulacion como la proteina sensible a la luz,
fueron diferentes. Nabavi et al., utilizo oChIEF, una proteina sensible a la luz variante de la

proteina ChR2 con otras propiedades cinéticas (Nabavi et al., 2014).

El antagonismo de los receptores NMDA en la via Cla-BLA desenmascara una LTP
independiente de los mismos

Se ha reportado que la conectividad de la via Cla-BLA es de tipo glutamatérgica
(McDonald, 1992, 1998; McGinnis et al., 2020), por esto se investigd si los cambios
plésticos encontrados correspondian tnicamente a la actividad del glutamato. Con el fin de
investigarlo, se infundié antagonistas de los receptores NMDA y AMPA. Como era de
esperarse, el antagonismo de los receptores AMPA bloque la induccion y expresion de la

LTD y LTD (figura 12), pues el bloqueo de estos receptores impide la despolarizacion de la
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post-sinapsis y, por lo tanto, no hay entrada de Ca®", mecanismo esencial para la induccion

y expresion de LTP y LTD (Alkadhi, 2021; Sah et al., 2003).

Sin embargo, el hallazgo mads interesante fue que el bloqueo de los receptores
NMDA ante la estimulacion de 10Hz, en vez de bloquear la induccion y expresion de LTD,
desenmascard una LTP independiente de los receptores NMDA (figura 11E). Aunque no en
la amigdala, se ha reportado que en la corteza visual el bloqueo de los receptores NDMA
con APV desenmascara una LTP independiente de los receptores NMDA (Li et al., 2017).
En este trabajo en animales re-expuestos a luz después de ser privados desde el nacimiento
se encontrdé una LTD, sin embargo, la aplicaciéon de APV en vez de eliminar la LTD la
convirtidé en una LTP, esta era bloqueada por antagonistas de los receptores mGlu5 y era
dependiente de la actividad de postsinaptica de Ca**, de la actividad de PKC, de CamKII y
de la sintesis de proteinas (Li et al., 2017). Los autores concluyen que, bajo condiciones
farmacoldgicas especificas el sistema pone en accion mecanismos homeostaticos que
inhiben la plasticidad dependiente de los receptores NMDA y promueve otro tipo de
plasticidad. En el sistema nervioso se han identificado dos tipos cambios plasticos
expresados como LTP: el primer tipo depende de la activacion de los receptores NMDA y
el segundo es independiente de los receptores NMDA y puede implicar la activacion de
receptores mGlu o receptores ionotropicos distintos de NMDA, como el receptor nicotinico
de acetilcolina (nACh), el receptor de serotonina (5-HT3), el receptor de glutamato AMPA
permeable al Ca?>" (CP-AMPA) (Alkadhi, 2021) o de los canales VGCC (Bauer et al.,
2002; Blair et al., 2001; Fu & Shinnick-Gallagher, 2005). Aunque se tendrian que realizar
mas experimentos, tenemos algunas hipodtesis de sobre el origen de nuestra LTP no

dependiente de receptores NMDA.
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La primera hipotesis del mecanismo responsable de la LTP independiente de los
receptores NMDA que reportamos aqui es que, a una estimulacion de 10Hz y el bloqueo de
los receptores NMDA se activa receptores metabotropicos mGlu, lo que produce una LTP
en la via Cla-BLA. Se ha demostrado la existencia de LTP dependientes de los receptores
glutamatérgicos de tipo metabotrépicos mGlu (Sokolov et al., 2003). En la amigdala, el
antagonismo de los receptores mGluS bloqued la expresion de una LTP talamo-amigdalina
(Lee et al., 2002; Rodrigues et al., 2002). Asi mismo, en el antagonismo de los receptores
mGlu7 atenua, pero no bloquea, la induccion y expresion de la LTP (Gee et al., 2014).

Finalmente, la induccién de LTP se ve afectada en animales knock-out a los receptores

mGlu7 (Fendt et al., 2013).

La segunda hipdtesis sobre los responsables de la LTP independiente de los
receptores NMDA es la participacion de los canales VGCC. Cémo se ha mencionado, la
induccién de cambios plasticos ya sea LTP o LTD, parecen depender de la actividad del
Ca?" (Castellani et al., 2001; Jedlicka, 2002). Se ha reportado que el Ca** puede ingresar a
la célula postsinaptica a través de varios canales, incluidos los receptores NMDA y VGCC,
y la LTP puede inducirse de tal manera que involucre a uno (Bauer etal., 2002;
Jedrzejewska-Szmek et al., 2023; Lin et al., 2024; Magee & Johnston, 1997) o ambos
canales (Cavus & Teyler, 1996). El bloqueo de los canales VGCC de tipo L, pero no de los
receptores NMDA, impide la expresion de la LTP en las sinapsis de entrada talamicas en la
amigdala, lo que demostré una LTP dependiente de los canales VGCC en la amigdala
(Bauer et al., 2002). En otro trabajo Fu y colaboradores demostraron que en conexiones
intraamigdalinas existen LTP independientes de los receptores NMDA. En el trabajo de Fu

y Shinnick-Gallagher (2005) evocaron una LTP que no se bloquea ante el antagonista APV

54



o el bloqueador del canal GABAa, pero si era bloqueada por nimodipina, un bloqueador de
los VGCC tipo L (Fu & Shinnick-Gallagher, 2005). Asi mismo, en la via BLA-CeA, el
bloqueo de la induccion de LTP por antagonistas de NMDA o de VGCC sugirié que ambos
canales son necesarios para la flujo de Ca2+ (Fu & Shinnick-Gallagher, 2005). Si bien, los
mecanismos para la induccion de este tipo de LTP independiente de los receptores NMDA
son complejos, la manera de comprobar si esto es lo que esta pasando en nuestro grupo que
desenmascara una LTP por el antagonismo de los receptores NMDA ante la estimulacion de

10Hz es utilizar antagonistas de los receptores mGlu o de los VGCC.

Conductualmente, se ha reportado una diferencia en los tipos de memoria por el
flujo de Ca*" dependiendo del canal por el que ingrese, por ejemplo, Walker y Davis (2000)
reportaron que la subunidad NR2B de los receptores NMDA estan implicados en la
memoria de corto plazo (Walker & Davis, 2000). Por otra parte, en la memoria de largo
plazo de un tarea de miedo condicionado es importante la flujo de Ca** por el receptor
NMDA y por los VGCC tipo L, pues el bloqueo de ambos receptores bloquea la expresion
de la memoria (Bauer et al., 2002; Blair et al., 2001). Bajo la hipdtesis que la LTP no
dependiente de receptores NMDA que encontramos (figura 11E) depende los canales
VGCC, seria interesante evaluar el efecto en la conducta y si difiere de la LTP dependiente

de los receptores NMDA.

Perspectivas

Si bien, se ha reportado la LTP y la LTD como substratos del aprendizaje y memoria
(Collingridge et al., 2010; Dalton et al., 2008; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000; Goto,
2022; Lynch, 2004; Matsuzaki et al., 2004; Nicoll, 2017; Rodriguez-Duran et al., 2017,

2023), existe poca informacion de como los cambios en la eficacia sinaptica en la via Cla-
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BLA modula la conducta. La induccion de una LTD en la proyeccion BLA-CI previa al
entrenamiento de CAS facilita la extincion del CAS, mientras que la induccion una LTP
mejora la retencion del CAS (Rodriguez-Duréan et al., 2017), lo que sefiala un importante
papel de la via ascendente en el procesamiento de la informacién gustativa y visceral,
especialmente en los mecanismos de extincion. En el caso de la via descendente, algunos
reportes indican que la inhibicidon de la via durante la adquisicion y evocacion de un CAS
resultd en una disminucidn significativa en la prueba de memoria (Kayyal et al., 2019).
Estos datos parecen indicar una importante participacion de esta via en la memoria de
condicionamiento al sabor en su sefializacion ascendente y descendente, sin embargo, mas
estudios son necesarios para delimitar las diferencias y similitudes en el procesamiento de

la informacién gustativa, asi como la participacion en otras tareas.

Por otra parte, se ha demostrado que el bloqueo en LA de la subunidad GIuN2A
impide la inducciéon de LTP y compromete la adquisicion de un condicionamiento de
miedo, mientras que el bloqueo de subunidad GluN2B impide induccion de LTD y afecta la
extincion de una respuesta condicionada al miedo (Dalton et al., 2012). Asi mismo, se ha
reportado que el bloqueo de la LTD impide la extincion de un condicionamiento al miedo
(Dalton etal.,, 2008), mientras que su expresion promueve la extincion de un
condicionamiento aversivo al sabor (Rodriguez-Duran et al., 2017), lo que sugiere que la
LTD puede ser un mecanismo que suprime las respuestas inapropiadas (Dalton et al., 2012).
Una perspectiva importante de nuestro trabajo es determinar el efecto de la LTD de la via

Cla-BLA en la memoria.
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CONCLUSIONES

A través del uso de estimulacion optogenética comprobamos que la via Cla-BLA es
sensible a cambios en la plasticidad sindptica. La via Cla-BLA muestra una modulacién
sinaptica bimodal; mientras que la estimulacion optogenética de 20Hz es capaz de generar
una LTP, la estimulaciéon de 10Hz genera una LTD. Los cambios en la plasticidad sinaptica
de esta via estan asociados a la actividad de los receptores glutamatérgicos pues, la LTP y
LTD de esta via es abolida por antagonistas de receptores NMDA y AMPA. Sin embargo, el
antagonismo de los receptores NMDA ante la estimulacion de 10Hz desenmascara una LTP
no dependiente de receptores NMDA. Si bien, los mecanismos de este fenomeno son
desconocidos, es probable que participen otros receptores como los mGlu o los canales
VGCC. Finalmente, es importante evaluar el papel de los cambios plasticos en la via Cla-

BLA en la memoria, asi como de los diferentes tipos de cambios plasticos reportados aqui.
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