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RESUMEN

Las neurotrofinas son una familia de proteinas que participan en la regulacion de la
plasticidad sinaptica en mdultiples regiones del sistema nervioso. Esta capacidad les
permite jugar un papel clave en la formacién y mantenimiento de diferentes tipos de
memoria. Un miembro prominente de esta familia es la Neurotrofina 3 (NT-3), la cual es
capaz de inducir cambios en la transmisidn y reorganizacion sinaptica. Estudios previos
de nuestro grupo de investigacion demostré que la infusion intrahipocampal de NT-3
induce una potenciacion de largo plazo in vivo en la via que va del giro dentado al area
CA3 (DG-CA3), que se acomparia de una reorganizacion estructural en el estrato oriens
del area CA3 hipocampal en ratas. De manera similar se ha observado que la NT-3 es
capaz de regular la transmision sinaptica en la corteza infralimbica y en la via
corticoestriatal. Sin embargo, a pesar de la capacidad de NT-3 para regular la
transmision sinaptica, la exploracion de su participacion en el proceso de memoria,
particularmente en areas neocorticales, es aun incipiente. En el presente proyecto se
evalud el efecto de la NT-3 en la memoria del condicionamiento de aversion al sabor
(CAS), un paradigma de aprendizaje en el cual los animales asocian un sabor novedoso
con un malestar gastrico, y en el que la participacion de la regidon neocortical
denominada corteza insular es fundamental. Para ello, se entrenaron ratas en el CAS
en su modalidad débil o fuerte (inducidos ya sea por LiCl 0.1M o 0.2M respectivamente),
e inmediatamente después de la aplicacion de LiCl durante la sesién de adquisicién se
administr6 NT-3 en la corteza insular. Los resultados muestran que la neurotrofina
fortalece el CAS débil, convirtiéndolo en uno fuerte, a través de la activacion de los
receptores Trk. Estos hallazgos sugieren que NT-3 es un modulador de la fortaleza de
una memoria aversiva en la que interviene de manera decisiva un area neocortical.



ABSTRACT

Neurotrophins are a family of trophic factors involved in the regulation of synaptic
plasticity in multiple brain regions. A prominent member of this family is Neurotrophin 3
(NT-3), that has been shown to play a key role in long-term synaptic plasticity in the adult
nervous system. Previous studies from our research group showed that the acute
intrahippocampal microinfusion of NT-3 induces a long-term potentiation in the DG-CA3
projection accompanied by the structural reorganization of the hippocampal mossy fibers
in adult rats in vivo. Likewise, NT-3 modulates the synaptic transmission in the infralimbic
cortex and the striatum. Despite its well-documented role in modulating the synaptic
transmission and connectivity, which are mechanisms underlying learning and memory
processes, the role of Neurotrophin-3 in the modulation of cognitive processes,
particularly in neocortical areas, remain largely unknown. The aim of the present study
was to evaluate the effect of NT-3 on conditioned taste aversion (CTA) memory strength.
CTAis a well stablished learning paradigm in which an animal learns to associate a novel
taste with gastric malaise and where the participation of the insular cortex is crucial. To
accomplish this, rats were trained in CTA, using a weak and strong version of the task
(induced by 0.1M or 0.2M LIiCI respectively). Immediately after the application of LiCl
during the acquisition session, NT-3 was administered into the insular cortex. The results
show that NT-3 strengthens a weak CTA memory, transforming it into a strong one, via
the activation of Trk receptors. These findings provide compelling evidence indicating
that NT-3 is a modulator of the strength of an aversive neocortex-dependent memory.




GLOSARIO DE ABREVIATURAS
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Activador tisular del plasminégeno
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ANTECEDENTES

MEMORIA

El aprendizaje es el cambio que ocurre en el comportamiento como resultado de la
experiencia (McGaugh, 1973). La memoria es la serie de procesos por los cuales este
conocimiento es codificado, almacenado y evocado (Abel & Lattal, 2001). Para su
estudio, la memoria se clasifica dependiendo del curso temporal de su almacenamiento
en memoria de corto y largo plazo; y por la naturaleza de la informacion almacenada en

memoria declarativa y no declarativa (Squire, 2004).

El procesamiento de una memoria involucra multiples etapas que inician con la
adquisicién, que es la codificacion inicial de la memoria; posteriormente una memoria de
corto plazo pasa a formar parte del largo plazo a través de un proceso denominado
consolidacion. Una vez consolidada, la memoria puede ser recuperada en la evocacion
(Figura 1) (Abel & Lattal, 2001; Opalka & Wang, 2020).

Consolidacion

Evocacion

MCP MLP |

Evocacion

"

Memoria

Tiempo (escala log)

Figura 1. Clasificacién temporal de la memoria. MCP: memoria de corto plazo, MLP: memoria
de largo plazo. La memoria de corto plazo pasa a formar parte de largo plazo por un proceso de
consolidacion. Posteriormente, la memoria puede ser evocada (Modificado de Dudai, 2004).




Una de las preguntas clave en el estudio de la memoria es el entender como y dénde
se almacena. El sustrato hipotético de almacenamiento de la informacion se conoce
como engrama, idea concebida por Richard Semon, quien teorizé que el aprendizaje
induce cambios persistentes en neuronas especificas que retienen la informacién y que
subsecuentemente son reactivadas en la evocacion. Originalmente Santiago Ramon y
Cajal plante6 que el fortalecimiento de las conexiones sinpticas entre las neuronas
podria ser el mecanismo de almacenamiento de la memoria, y posteriormente Donald
Hebb propuso que estas conexiones pueden fortalecerse si la activacion del ensamble
persiste: “las neuronas que se activan juntas permanecen conectadas” (Tonegawa et
al., 2015; Hebb, 1949).

Este modelo implica que la formacion de una memoria persistente en el tiempo requiere
de un proceso que permita su estabilizacién progresiva a nivel celular en un proceso
conocido como consolidacion sinaptica (Dudai, 2004). Este proceso implica una
remodelacion en la conectividad sinaptica, mediado por modificaciones
postraduccionales de proteinas sinapticas, activacion de factores de transcripcion,
cambios en la expresion de genes y reorganizacion de proteinas sinapticas, como

receptores y elementos del citoesqueleto (Abel & Lattal, 2001; Dudai, 2004).

A esta serie de cambios que ocurren en las sinapsis como producto de la actividad se
les conoce como plasticidad sinaptica y pueden expresarse como incrementos o
decrementos de la eficiencia de la comunicacion sinaptica. Se considera que la
potenciacion de largo plazo (LTP) y la depresién de largo plazo (LTD) son mecanismos
sinapticos clave que subyacen a los procesos de aprendizaje y memoria (Martin &
Morris, 2002; Toyoda, 2020).

La LTP es un tipo de plasticidad sinaptica caracterizada por el incremento duradero en
la eficiencia sinaptica, provocado por actividad neuronal. Para el mantenimiento de la
LTP se requiere de expresion génica, sintesis proteica de novo y cambios morfolégicos
en las sinapsis, mecanismos que son regulados por las neurotrofinas (Escobar &
Derrick, 2007; Malenka & Bear, 2004; Marco-Salazar et al., 2014; Ramos- Languren &
Escobar, 2013). Por otro lado, la LTD es una disminucion de largo plazo en la eficiencia

sinaptica, en respuesta a actividad previa (Pinar et al., 2017). Tanto la LTP como la LTD



se han logrado inducir en multiples regiones cerebrales (Malenka & Bear, 2004; Martin
& Morris, 2002; Bliss et al., 2018).

NEUROTROFINAS

Las neurotrofinas son una familia de proteinas que regulan la sobrevivencia,
diferenciacion, regeneracion neuronal y plasticidad sinaptica, tanto durante el desarrollo
del sistema nervioso como en la vida adulta (Das et al., 2001; Lu, 2004; Nagappan &
Lu, 2005).

Las neurotrofinas mas estudiadas en mamiferos son el factor de crecimiento nervioso
(NGF), el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3) y la
neurotrofina 4/5 (NT-4/5), siendo la NT-5 en mamiferos homdloga a la NT-4 encontrada
en Xenopus (anfibio). Las neurotrofinas 6 y 7 se encuentran Unicamente en algunos
peces teledsteos y no cuentan con ortélogos en mamiferos o aves, aunque parece que
interactian con el mismo tipo de receptores que las neurotrofinas de mamiferos
(Bartkowska et al., 2010; Binder, 2007; Hernandez- Echeagaray, 2020; Murray et al.,
2012).

Las neurotrofinas forman una familia de proteinas con alta homologia en su estructura
(Bartkowska et al., 2010). Estas proteinas son sintetizadas en un inicio como
proneurotrofinas, que son precursores de alrededor de 270 aminoacidos y 30 kDa. La
proneurotrofina tiene una pro-region, que es un fragmento N-terminal de ~120
aminoacidos, el cual es escindido por una proteina convertasa para formar la neurotrofina
madura (Binder, 2007; Lu, 2003b; Seidaha et al., 1996). Por otro lado, la neurotrofina
madura tiene un peso molecular de ~13 kDa y forma un complejo homodimérico (Gomez-
Palacio Schjetnan & Escobar-Rodriguez, 2007). Una caracteristica de su estructura es
un “nudo de cisteina” formado por tres puentes disulfuro (Binder, 2007; Butte, 2001;
Murray et al., 2012).

La pro-region participa en el correcto plegamiento de la proteina y su secuencia indica la
via de secrecidén que seqguird la neurotrofina (Lu, 2003b; Lu et al., 2005). La secrecién
puede ocurrir de manera constitutiva, donde la maduracion de la neurotrofina se da en

el reticulo endoplasmico o la red trans-Golgi por enzimas furina o tipo furina. Por otro




lado, cuando la secrecién depende de la actividad, sigue una via regulatoria, donde la
escision de la proneurotrofina se da por proteinas convertasas, generalmente en un
compartimento subcelular diferente a los de secrecién constitutiva (Lu, 2003b; Mowla et
al., 1999; Seidaha et al., 1996), o bien puede ser escindida por proteasas en el espacio
extracelular (Pang et al., 2004; Yang et al., 2014). La secrecion dependiente de actividad
esté relacionada con los cambios locales de la transmision sinaptica en sinapsis activas
(Lu, 2003a; Schinder & Poo, 2000).

Tanto la proneurotrofina como la neurotrofina madura tienen actividad biologica, aunque
difieren tanto en las caracteristicas de unién a sus receptores como en los efectos
celulares que generan (Bartkowska et al., 2010; Binder, 2007; Lu, 2003b; Lu et al.,
2005). Las proneurotrofinas se unen preferentemente a los receptores p75NTR
(Neurotrophin receptor), un miembro de la super familia del receptor del factor tumoral
necrotico, mientras que la neurotrofina madura se une a éste con menor afinidad. La
activacion de este receptor desencadena respuestas celulares principalmente
relacionadas con procesos apoptéticos (Chao, 2003; Gentry et al., 2004; Lu et al., 2005),

mediante la activaciéon de las vias JNK (Jun N-terminal cinasa) y NF-kB (Chao, 2003).

Por otro lado, las neurotrofinas maduras actlan preferentemente sobre los receptores
pertenecientes a la familia Trk (Tropomyosin-related kinase), que son receptores con
actividad tirosina-cinasa. Cada neurotrofina presenta mayor afinidad por un receptor
particular: NGF interactia principalmente con TrkA, BDNF con TrkB, NT-3 interactla
preferentemente con TrkC y con menor afinidad con TrkB y TrkA, y NT-4/5 se une a
TrkB (Figura 2) (Binder, 2007; Chao, 2003).




ONGF QNT4, QNT3 O NGF, BDNF,
‘ l BDNF ‘ 1 NT3, NT4

TrkA TrkB TrkC p75

Trk + p75 = Sitios de alta afinidad

Figura 2. Neurotrofinas y sus receptores A) Cada neurotrofina muestra mayor afinidad por un
tipo de receptor Trk y todas pueden activar al receptor p75N'R. B) Sefializacion intracelular de los
receptores Trk y p75. La interaccibn de ambos receptores incrementa su afinidad por la
neurotrofina (Modificado de Chao, 2003).

La activacion de los receptores Trk por la neurotrofina induce su dimerizacién y la
activacion de su dominio cinasa, lo que provoca su autofosforilacion en mudultiples
residuos de tirosina, creando sitios de unién para diferentes proteinas intracelulares
(Bramham & Messaoudi, 2005). Una de estas proteinas es Shc, la cual puede generar
un incremento en la actividad de PI3K (fosfatidilinositol 3 cinasa) y Akt (proteina cinasa
B), asi como de Ras y ERK. Otra proteina capaz de interactuar con Trk es PLC-y, la
cual inicia una cascada de sefalizacion que resulta en la activacion de PKC (Figura 3)
(Chao, 2003; Bohmwald et al., 2022).




Se ha identificado que estas vias de sefalizacion estan involucradas en la regulacion
de la transmision y plasticidad sinaptica (Minichiello et al., 2002; Yang et al., 2001), asi
como en la formacion y mantenimiento de diferentes tipos de memoria (Alonso et al.,
2005; Castillo & Escobar, 2011; Liu et al., 2019; Minichiello et al., 1999).

J Endosoma

Figura 3. Vias de sefalizacién activadas por los receptores Trk. La activacion de los
receptores Trk desencadena la sefializacion de las vias MEK/Erk, PLCy y Akt, La activacion de
estas vias se relaciona a procesos de plasticidad sinaptica y formacion de la memoria (Modificado
de Chao, 2003).

Las neurotrofinas pueden ser secretadas pre- y postsinapticamente y actuar de manera
paracrina o autocrina (Fukumitsu et al., 1998; Pitts & Miller, 2000; Schinder & Poo, 2000).
El efecto que muestran sobre la transmision sinaptica puede ser de tipo permisivo, donde
la neurotrofina cumple funciones celulares para que los cambios inducidos por otros
factores se lleven a cabo, y de manera instructiva, donde la accion directa de la

neurotrofina genera cambios que llevan a la modificacion persistente en la sinapsis




(Gomez-Palacio Schjetnan & Escobar, 2007;Schinder & Poo, 2000).

Ademas de su papel en la regulacién de procesos de diferenciacion y supervivencia
neuronal, las neurotrofinas estdn implicadas en los procesos de plasticidad sinaptica
dependiente de actividad. En este sentido, se ha demostrado que la actividad neuronal
repetitiva puede incrementar la expresion, secrecion y actividad de las neurotrofinas,
para modificar la transmision y conectividad sinapticas (Schinder & Poo, 2000), tanto
por mecanismos presinapticos como postsinapticos (Kang & Schuman, 1995; Lohof et
al., 1993; Lu, 2004). Los efectos de este grupo de proteinas pueden verse tanto a corto
como a largo plazo. En el corto plazo, por ejemplo, regulando la disponibilidad de
vesiculas sinapticas para ser liberadas (Lu, 2004; Pozzo-Miller et al., 1999), en tanto
que los mecanismos a largo plazo involucran cambios morfologicos en la sinapsis
(McAllister et al., 1996; Wang et al., 1995), asi como cambios plasticos de largo plazo,

como la induccion de LTP (Bramham & Messaoudi, 2005; Panja & Bramham, 2014).

En este sentido, se ha visto que para la expresion de la fase tardia de la LTP (L- LTP),
la cual es dependiente de sintesis de proteinas, se requiere de la neurotrofina BDNF
en su forma madura, cuyo procesamiento es mediado extracelularmente por tPA
(activador tisular de plasminégeno) (Pang et al., 2004; Martinez-Moreno et al., 2020).
Por el contrario, la forma inmadura de esta neurotrofina (proBDNF) logra facilitar el
establecimiento de una LTD (Yang et al., 2014; Ma et al., 2022; Gibon et al., 2016).

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion mostraron que la microinfusion
hipocampal de BDNF es suficiente para inducir LTP en la via que va de las fibras
musgosas al area CA3 del hipocampo, provocando un cambio estructural en la
reorganizacion del strato oriens del area CA3 (Gomez-Palacio Schjetnan & Escobar,
2008, 2012), y mas recientemente que este proceso es independiente de la sintesis de
novo de proteinas y de mRNA (Martinez-Moreno et al., 2020). En la corteza insular, una
region implicada en la adquisicion y almacenamiento de varios tipos de aprendizajes
aversivos, la microinfusion aguda de esta neurotrofina también logra inducir una LTP,
aunque aun no se determina siesta potenciacion depende de la transcripcion y

traduccion (Escobar et al., 2003; Rivera-Olvera et al.,2016).




Por otro lado, la participacion de esta neurotrofina en el procesamiento de las diferentes
fases de la memoria ha sido ampliamente documentada (Bekinschtein et al., 2014; Liu
et al., 2019; Miranda et al., 2019). Se ha visto por ejemplo que, durante la formacion de
la memoria, la expresién de BDNF incrementa (Alonso et al., 2005; Tokuyama et al.,
2000; Martinez-Moreno et al., 2011; Ma et al., 2011; Sartor et al., 2019). Ademas, se
destaca su participacion en el mantenimiento de la memoria (Bekinschtein et al., 2008;
Linnarsson et al., 1997), asi como para los procesos de reconsolidacion (Gonzalez et al.,
2019; Radiske et al., 2017) y extincion (Liu et al., 2019; Rivera-Olvera et al., 2018;
Rodriguez-Serrano et al., 2014).

En este orden de ideas, trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que la
administracion de BDNF en la corteza insular previa a un entrenamiento de
condicionamiento de aversién al sabor mejora la retencién de esta memoria (Castillo et
al., 2006), mientras que, si la administracion se hace antes del entrenamiento de
extincion, ésta se ve facilitada (Rodriguez-Serrano et al., 2014). Ademas, el BDNF logra
revertir el déficit de una memoria provocado por la inhibicién de sintesis proteica, lo que
sugiere que esta neurotrofina es un producto de sintesis esencial para el mantenimiento

de la memoria de largo plazo (Moguel-Gonzalez et al., 2008).

NEUROTROFINA 3

La neurotrofina 3 (NT-3) es un miembro prominente de la familia de las neurotrofinas
presente en el sistema nervioso de mamiferos cuya relacion con los procesos cognitivos
es aun incipiente. En su forma madura, NT-3 tiene un tamafio de 119 aminoacidos y

forma un homodimero de ~27 KDa (Figura 4) (Maisonpierre et al., 1990).

Es codificada por el gen Ntf3 y su expresion inicia en las primeras etapas del desarrollo
embrionario y continua en la vida adulta de mamiferos (Binder, 2007; Friedman et al.,
1998; Marco-Salazar et al., 2014). Se expresa tanto en neuronas como en células gliales
en varias regiones del sistema nervioso central y periférico, participando de manera
importante en los procesos de proliferacion, diferenciacion y supervivencia neuronal
(Hernandez-Echeagaray, 2020; Yan et al., 2021). Asimismo, interviene en el crecimiento

axonal y la sinaptogénesis (Ramos-Languren et al., 2013; Robertson et al., 2006; de




Fatima dos Santos Sampaio et al., 2021).

Figura 4. Estructura de la Neurotrofina 3. Modelo de la estructura de NT-3 -e en su forma
homodimérica determinada por cristalografia de rayos X (Modificado de Butte et al., 1998).

En este sentido, diversos estudios han identificado la presencia tanto del mRNA que
codifica a la NT-3 como a la neurotrofina madura tanto en células gliales como en
neuronas del hipocampo, cuerpo calloso, estriado, cerebelo,substantia nigra, bulbo
olfatorio, motoneuronas del sistema nervioso periférico, asi como en varias regiones
neocorticales, tales como las cortezas retrosplenial, visual, infralimbica e insular
(Shinoda et al., 2019; Friedman et al., 1998; Vigers et al., 2000, Robertson et al., 2006).

Vigers y colaboradores (2000) analizaron el patrén de expresion de NT-3 en la corteza
cerebral de ratones transgénicos, los cuales expresaban el gen LacZ bajo el promotor
de NT-3, de tal forma que los animales heterocigotos NT-3'acZneo* expresan B-
galactosidasa como proteina reportera de la expresion de NT-3. De esta manera, se
mostré una expresion significativa del reportero de NT-3 en las cortezas orbital, insular,
prelimbica, frontal y piriforme, asi como en el hipocampo, tanto en el dia postnatal 0 (P0O)
como en adultos de 8 semanas (Vigers et al., 2000). Posteriormente, Robertson y
colaboradores (2006) encontraron que estas regiones reciben un gran ndmero de

proyecciones colinérgicas desde etapas tempranas del desarrollo, lo que sugiere que el




patron de expresion de NT-3 es importante para el establecimiento de las aferencias
corticales (Figura 5) (Robertson et al., 2006).

Figura 5. Expresién de NT-3 en regiones neocorticales. Cultivo de cortes de hemisferios
organotipicos de ratones heterocigotos NT-3'2¢"¢%* en e| dia postnatal P4. Las flechas indican
una fuerte marca de expresion del reportero de NT-3 en las cortezas cingulada (flecha delgada)
e insular (flecha gruesa) (Modificado de Robertson et al., 2006).

La NT-3 es capaz de activar a los tres tipos de receptores Trk, lo cual hace que un
namero potencialmente alto de neuronas pueda responder a esta neurotrofina. Por su
parte, la activacion de estos receptores desencadena diferentes procesos celulares que
podrian actuar en sinergia (Hernandez-Echeagaray, 2020; Naito et al. 2017). Sin
embargo, la NT-3 muestra mayor afinidad por el receptor TrkC, el cual Unicamente es
activado por esta neurotrofina y su activacion desencadena sefiales que regulan la
transmision sinaptica y la plasticidad estructural. El receptor TrkC se expresa en
hipocampo, corteza, cerebelo, estriado, asi como en neuronas motoras y sensoriales
del sistema nervioso periférico (Hernandez-Echeagaray, 2020; Naito et al., 2017,
Ramos-Languren & Escobar, 2013).

En relacién con lo anterior, Pitts y Miller (2000) describieron el patrén de expresion de
NT-3, BDNF y NGF en neuronas corticales de ratas adultas, particularmente de la

corteza somatosensorial. En este estudio, se mostré que NT-3 se expresa de manera




heterogénea a lo largo de las capas corticales, con mayor abundancia en la capa V y
menor en la capa IV. Ademas, se observd que las neuronas corticales expresan tanto
NT-3 como sus receptores TrkC y p75, indicando que la neurotrofina puede ejercer

efectos autocrinos y paracrinos (Figura 6) (Pitts & Miller, 2000).
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Figura 6. Expresion de NT-3 en neuronas corticales. Inmunohistoquimica para detectar la
presencia de NT-3 y sus receptores en neuronas de la corteza somatosensorial. A-B) Distribucion
heterogénea de la neurotrofina a lo largo de las capas corticales. C) Coexpresion de NT-3 y los
receptores TrkC y p75. (Modificado de Pitts y Miller, 2000).

Se ha reportado que el receptor TrkC transduce dos tipos de sefales intracelulares a
saber: en presencia de su ligando (NT-3) transduce una sefial que lleva a la
supervivencia y diferenciacién, mientras que en ausencia del ligando, se inicia la
sefalizacion de muerte celular programada (Pan et al., 2013). Al igual que los demas
receptores Trk, la union de la neurotrofina a TrkC induce su dimerizacion y desencadena
las cascadas de sefializacion intracelulares de MAPK, PI3K y PLCy (Figura 7) (Han et
al., 2016).



En este sentido, en un estudio reciente de Ateaque y colaboradores (2022) se
exploraron las diferencias en la sefalizacion de los receptores TrkB y TrkC
desencadenada por NT-3 en neuronas diferenciadas de células troncales humanas,
dado que normalmente las neuronas coexpresan ambos receptores. Para ello se
efectudé una manipulacion genética empleando CRISPR-Cas9 con el fin de silenciar la
expresion de TrkB obteniendo neuronas que Unicamente expresaran TrkC. De manera
interesante, los resultados muestran que la concentraciébn de NT-3 requerida para
inducir la activacion de TrkC alcanza la saturacion con la administracion de 100 pM, en
tanto que las neuronas que coexpresan ambos receptores requieren hasta 400 pM para

su activacion (Ateaque et al., 2022).
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Figura 7. Sefializacion de TrkC inducida por NT-3. Esquema de la sefializacion intracelular
desencadenada por la union de NT-3 al receptor TrkC. Se muestran los sitios de unién a PTPa y
a NT-3 en el espacio extracelular, asi como los residuos de unién a la proteina adaptadora Shc y
a la Fosfolipasa C (PLCyl). Al igual que para los otros receptores Trk, las vias de sefializacion
desencadenadas son MAPK, PI3K y PLCy (Modificado de Han et al., 2016).

Recientemente se ha descrito la participacion de los receptores TrkC y NT-3 en la
organizacion sinaptica. Los receptores Trk cuentan con dominios de tipo

inmunoglobulina en su estructura, aunque la secuencia particular de estos dominios en




los receptores TrkC le permite interactuar con la proteina tirosina-fosfatasa sigma
(PTPo), formando un complejo que induce la diferenciacion de sinapsis excitatorias

glutamatérgicas en hipocampo durante el desarrollo (Naito et al., 2017).

Por otro lado, a pesar de que el papel de la NT-3 en la modulacion de la transmisién
sinaptica ha sido mucho menos estudiado que el de BDNF, se cuenta con varias
evidencias sobre la participacion regulatoria que cumple en diferentes regiones del
sistema nervioso. Por ejemplo, se ha visto que la exposicién aguda a la NT-3 en la placa
neuromuscular genera una potenciacion en la transmision sinaptica (Lohof et al., 1993).
También se ha observado que los niveles de mMRNA de NT-3 incrementan tras la
estimulacién capaz de inducir LTP en neuronas piramidales de la region CAldel

hipocampo (Patterson et al., 1992).

En este orden de ideas, estudios previos de nuestro grupo de investigacibn mostraron
gue la microinfusién hipocampal de NT-3 induce una potenciacion de largo plazo in vivo
acompafada de la reorganizacion estructural de las fibras musgosas hipocampales.
Ademas, se observé que la infusion de esta neurotrofina produce unefecto metaplastico
que impide la subsecuente potenciacion producida por estimulacion de alta frecuencia

(Ramos-Languren & Escobar, 2013).

Por otro lado, en la via corticoestriatal se ha estudiado la participacion de NT-3 en la
regulacion de la plasticidad sindptica. En un trabajo realizado por Gémez-Pineda y
colaboradores (2018) se observdé que esta neurotrofina es capaz de modular la
respuesta sinaptica glutamatérgica diferencialmente dependiendo de su asociacion con
los receptores TrkB o TrkC (Gomez-Pineda et al., 2018).

En neuronas corticales también se ha investigado la capacidad de NT-3 para modularla
transmision sinaptica. Por ejemplo, Kim y colaboradores observaron que NT-3 escapaz
de modular la transmision sinaptica en neuronas corticales en cultivo mediante la

inhibicion de la transmisién GABAérgica (Kim et al., 1994).

Al igual que para otras neurotrofinas, los efectos de NT-3 sobre la transmision sinaptica

se pueden observar tanto en el corto como en el largo plazo. Estas diferencias han sido




particularmente estudiadas en la placa neuromuscular. En este sentido, se ha
observado que la potenciacion aguda en la transmision sinaptica es independiente de
la sintesis de proteinas (Chang & Popov, 1999), se relaciona con mecanismos de
liberacion vesicular (Wang et al., 1995) y es modulado por las vias de sefializacion de
PI3K e IP3 (Yang et al., 2001). Por otro lado, los efectos a largo plazo provocados por la
NT-3 involucran cambios estructurales en las terminales sinapticas (Lu, 2004), los cuales
son dependientes de sintesis de proteinas (Je et al., 2005) y estan mediados por la via
de sefializacion de Rap1-MAPK (Je et al., 2006).

Si bien la relevancia de la NT-3 en la transmisidn sindptica ha sido documentada, su
participacion en la modulacion de procesos cognitivos es incipiente. En este sentido, su
participacion ha sido explorada fundamentalmente en modelos patolégicos. Tal es el
caso del estudio de Durany y colaboradores donde se reportan diferencias entre los
niveles de la proteina NT-3 de pacientes con esquizofrenia y de sujetos sanos en las
cortezas prefrontal y occipital, lo que se asocia con anormalidades morfolégicas que
subyacen a las alteraciones cognitivas de esta enfermedad (Durany et al., 2001);
mientras que en pacientes con enfermedad de Alzheimer no se encontraron diferencias

en estas regiones (Durany et al., 2000).

Asimismo, se ha reportado que el incremento en la expresién de NT-3 en el hipocampo
esta asociado a una recuperacion del déficit de memoria, inducido por un modelo de
meningitis neonatal, en las tareas de laberinto acuatico de Morris y en un entrenamiento
de evitacion pasiva (Liu et al., 2019). De manera similar, recientemente se mostré que
la sobreexpresion de esta neurotrofina en células troncales mesenquimales derivadas
de médula 6sea, promueve su diferenciacion en neuronas, asi como una recuperacion
de la funcién cognitiva en un modelo experimental de Alzheimer (Yan et al., 2021). En
este orden de ideas, se ha observado que la sobreexpresion del receptor TrkC produce
un fenotipo similar al desorden de panico, en el cual los animales no son capaces de
extinguir una memoria aversiva. En este escenario, la infusion de NT-3 en la corteza
infralimbica, logra rescatar la memoria de extincion al miedo condicionado al contexto
activando la via de sefalizacion de ERK (D"Amico et al, 2017). Si bien estas evidencias

sugieren que la NT-3 participa de manera importante en los procesos de aprendizaje y



memoria, la regulacion que ejerce en los procesos cognitivos en ausencia de

condiciones patoldgicas ha sido poco explorada.

CONDICIONAMIENTO DE AVERSION AL SABOR

El condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) es un tipo de aprendizaje
asociativo que consiste en la asociacién de un sabor novedoso [estimulo condicionado
(EC)] seguido de malestar gastrico [estimulo incondicionado (El)], que ocasiona que el
animal evite ingerir ese alimento cuando se le presenta nuevamente (Figura 8) (Foy &
Foy, 2016). Desde un punto de vista evolutivo, la habilidad para distinguir diferentes
sabores y sus consecuencias se relaciona con la supervivencia del animal, de tal forma
gue este aprendizaje evita que el animal consuma sustancias potencialmente nocivas
(Nakai et al., 2020; Welzl et al., 2001; Yamamoto et al., 1994; Molero-Chamizo & Rivera-
Urbina, 2020).

A pesar de que el CAS es descrito comunmente como un condicionamiento clasico
(asociacion entre dos estimulos), presenta algunas caracteristicas tipicas del
condicionamiento instrumental (asociacion entre una conducta y una consecuencia). Es
decir, en el condicionamiento clasico, la contingencia entre el EC y el El no puede ser
cambiada por el sujeto, lo que ocurre durante la fase de asociacion (en la que el sabor
novedoso es asociado con el malestar gastrico subsecuente), sin embargo, el animal
determina la exposicion al EC por su propia accion de beber, disminuyendo el consumo
para evitar un castigo (malestar interno), lo que es caracteristico de un condicionamiento
instrumental (Bures, 1998; Fouquet et al., 2001; Li et al., 2013; Schier & Spector, 2019).

De manera experimental, este condicionamiento comunmente se establece mediante la
presentacion de un sabor novedoso, generalmente sacarina (EC), seguido de la
administracion intraperitoneal de una solucién de cloruro de litio (LiCl)(El), la cual
provoca malestar gastrico a los pocos minutos de administrarse (Figura 8) (Nakai et al.,
2020; Yamamoto et al., 1994). La subsecuente reexposicion al estimulo condicionado
(sacarina) lleva a la evocacion de la memoria adquirida. A nivel conductual, la respuesta
condicionada se caracteriza por la evitacién del estimulo condicionado, cuantificado

como una reduccion en el consumo de sacarina (Hadamitzky et al., 2015; Yiannakas &




Rosenblum, 2017; Cheng et al., 2022).

Esta disminucién en el consumo es un indicador de que la palatabilidad del sabor
condicionado experimenta un cambio transitando de una valencia positiva a una
negativa, lo que, a su vez, incrementa la expresion de respuestas aversivas orofaciales
y corporales, como abrir la boca, frotarse la barbilla, sacudir las extremidades anteriores
y la cabeza (Lin et al., 2014; Schier & Spector, 2019; Lavi et al., 2018; Breslin et al.,
1992).

(A)

Solucién de sacarina

-5 -

Malestar
LiCl (El)

(B)

Solucion de sacarina
(EC)

Reaccion de
rechazo

Figura 8. Condicionamiento de aversion al sabor (CAS) A) Durante la adquisicion del CAS se
presenta sacarina como sabor novedoso, posteriormente se administra LICl que provoca malestar
gastrico al animal. B) Al presentar nuevamente la sacarina, el animal evita su consumo
(Modificado de Nakai et al., 2020).

Este paradigma fue establecido por Garcia y Koelling (1966), quienes describieron que
la asociacion entre un estimulo gustativo se da preferentemente con un malestar interno
(al que nombraron nausea condicionada), a diferencia de la presentacion de un estimulo
nocivo externo, por ejemplo, choques en las patas (Garcia & Koelling, 1966). El CAS es
un tipo de condicionamiento que presenta ciertas particularidades que le permiten ser

un modelo experimental ampliamente utilizado para el estudio de los sustratos




moleculares, celulares y anatémicos de la memoria en sus diferentes fases(adquisicion,
consolidacion, evocacion y extincion) (Bermudez-Rattoni, 2004; Ma et al.,, 2011;
Gonzalez et al., 2015; Osorio-Gémez et al., 2021; Rivera-Olvera et al., 2018). Una de
sus caracteristicas es que puede ser adquirido en una sola sesion, a diferencia de otros
tipos de aprendizaje asociativo que requieren multiples presentaciones. Otra
peculiaridad es el amplio intervalo entre estimulos que puede emplearse en esta tarea,
llegando a ser incluso de horas, mientras que, para otros tipos de aprendizaje asociativo,
un intervalo demasiado largo (varios segundos) puede afectar el establecimiento de la
asociacion (Foy & Foy, 2016; Molero-Chamizo & Rivera-Urbina, 2020).

Por otro lado, la intensidad del estimulo incondicionado, es decir, la concentracion
administrada de LiCl, influye en la expresion de la memoria. En este sentido, se ha
demostrado que el nivel de aversion aprendida depende de la dosis de LiCl administrada
y no de la via de administracion (Nachman & Ashe, 1973). En relacion con esto, diversos
grupos han mostrado que se puede inducir un condicionamiento débil o moderado con
concentraciones bajas de LiCl (entre 0.075 M-0.15 M), mientras que el establecimiento
de un condicionamiento fuerte se consigue administrando dosis mas altas de LiCl (entre
0.2 M-0.4 M) (Miranda et al., 2008; Garcia-Medina, et al., 2015; Martinez-Moreno et al.,
2016, Wu et al., 2021).

También se ha observado que dosis bajas de LiCl forman una memoria labil y dosis mas
altas forman una memoria mas robusta y duradera (Houpt & Berlin, 1999; Martinez-
Moreno et al., 2016). Asimismo, un condicionamiento fuerte inducido por tres sesiones de
entrenamiento produce mayor expresion del marcador de actividad neuronal c-fos en el
nucleo del tracto solitario, el nicleo parabraquial del puente y el nucleo central de la
amigdala, regiones implicadas en el procesamiento de este tipo de condicionamiento
(Navarro et al., 2000).

ESTRUCTURAS ANATOMICAS INVOLUCRADAS EN EL CAS

Los sustratos neurales que subyacen a este tipo de aprendizaje han sido bien
caracterizados. Debido a que la asociacion que se forma se establece entre un estado

visceral y estimulos gustativos, la informacion ascendente del sistema gustativo corre




en paralelo con la informacion visceral (Figura 9) (Bures, 1998; Garcia-Medina et al.,
2015; Schier & Spector, 2019; Osorio-Gémez et al., 2021; Molero-Chamizo & Rivera-
Urbina, 2020).
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Figura 9. Esquema de la via gustativa en roedores. La informacién gustativa proveniente
cavidad oral se transmite por los nervios VII, IX y X (Facial, glosofaringeo y vago,
respectivamente) y la informacion visceral (transmitida por el nervio vago) llegan al nacleo del
tracto solitario (NTS) rostral y ventral, respectivamente, desde donde es llevada hastasu relevo
final en la corteza insular. NST: nlcleo deltracto solitario, RF: formacién reticular, PbN: nlcleo
parabraquial del puente, VTA: area ventral tegmental, VPM: nlcleo posteromedial ventral del
talamo, AMY: amigdala, LH: hipotalamo lateral, BST: nucleo del lecho de la estria terminal, GC:
corteza gustativa localizada en la corteza insular, PC: corteza piriforme (Modificado de Staszko
& Boughter, 2020).

Por un lado, la informacion gustativa de la lengua y cavidad oral se transmite por las
ramificaciones de los nervios craneales VII, IX y X (facial, glosofaringeo y vago,
respectivamente) hasta la zona gustativa (rostral) del nucleo del tracto solitario (NTS)
(Staszko & Boughter, 2020; Cheng et al., 2022). A su vez, la mayoria de las neuronas
del NTS que responden a estimulos gustativos, proyectan al area gustativa (caudal)
ipsilateral del Nucleo Parabraquial del puente (NPb) (Cho et al.,, 2002). Algunas
proyecciones del NPb llevan informacion a la amigdala central y basolateral, stria
terminalis y, escasamente, al hipotalamo lateral y la substantia innominata (Chiang, et
al., 2019; Chen et al., 2018), aunque la mayoria de las proyecciones del NPb ascienden

ipsilateralmente al nicleo posteromedial ventral parvocelular talamico (PMV) (Holtz et al.,




2015).

Finalmente, la informacién gustativa llega por proyecciones del PMV a su ultimo relevo
en la corteza insular (Cl), la cual a su vez mantiene proyecciones descendentes a casi
todos los relevos gustativos, incluyendo al PMV, a los nucleos central y basolateral de
la amigdala, eINPb y el NTS (Gogolla, 2017; Staszko & Boughter, 2020; Schier &
Spector, 2019).

La formacion del trazo de memoria del sabor novedoso involucra la liberacion de
acetilcolina (ACh) por el nucleo basalis magnocelularis (NBM) hacia los receptores
muscarinicos presentes en la Cl (Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Miranda et al.,
2000). Asimismo, la presentacion de un sabor novedoso incremental la expresion de c-
fos (Bernstein & Koh, 2007), asi como en la cantidad de dopamina y norepinefrina en
la CI (Osorio-Gomez, et al., 2021).

Por otro lado, la nausea provocada por el LiCl activa al nervio vago y area postrema,que
transmiten la informacion visceral a la parte caudal del NTS. En este sentido, se ha
demostrado que la estimulacién por alto K* o glutamato en el NTS inmediatamente
después de la estimulacion visceral generada por una concentracion baja de LIiCl, es

suficiente para fortalecer un CAS débil (Garcia-Medina, et al., 2015).

Algunas proyecciones del NTS llegan al nacleo hipotalamico paraventricular y a los
ndcleos central y basolateral de la amigdala (Bermudez-Rattoni, 2004; Schier & Spector,
2019). Otras proyecciones llegan a la subdivisién lateral externa del NPb. En este orden
de ideas, se ha reportado que la administracién de LiCl incrementa la expresion del
marcador de actividad neuronal c-fos en esta region (St. Andre et al.,, 2007),
particularmente en las neuronas que expresan el péptido relacionado al gen de
calcitonina (CGRP) (Carter et al., 2015; Chen et al., 2018). Por su parte, estas neuronas
transmiten la informacion visceral a los nucleos central y basolateral de la amigdala y al

nacleo del lecho de la estria terminal (BST) (Chen et al., 2018).

A su vez, la amigdala emite proyecciones glutamatérgicas hacia la corteza insular, que

estan involucradas en el procesamiento de las consecuencias viscerales post-ingesta




(Lavi et al., 2018; Bermudez-Rattoni, 2014). Aunado a lo anterior, se ha reportado que la
administracion de LiCl incrementa significativamente la expresion de c-fos (St. Andre et
al., 2008), y la liberacion de glutamato en el nucleo basolateral de la amigdala (BLA)
(Miranda et al., 2002). De manera interesante, se ha mostrado que la administracion de
glutamato en la BLA, en asociacion con una dosis baja de LiCl, logra fortalecer la
memoria del CAS (Miranda et al., 2002).

Recientemente Morin y colaboradores (2021) demostraron que los receptores
muscarinicos en el BLA también juegan un papel importante en la adquisicion y
consolidacion del CAS, ya que la infusion de escopolamina (antagonista de los
receptores muscarinicos) previo al entrenamiento, impide la formacion de las memorias

de corto y largo plazo del CAS (Morin et al., 2021).

Estas evidencias muestran que la corteza insular es un sitio donde converge la
informacion sensorial y visceral, 1o que la constituye como una regién clave para la
integracion multimodal y la formacion de memorias aversivas como el CAS (Gogolla,
2017).

CORTEZA INSULAR Y CAS

Las conexiones anatémicas de la Cl con las diferentes regiones cerebrales hacen que
sea una estructura clave en la integracién de la informacién visceral con las entradas
sensoriales primarias (Gogolla, 2017; Gehrlach et al., 2020; Livneh & Andermann,
2021), participando en la asociacion de respuestas gustativas y viscerales (Foy & Foy,
2016).

La corteza insular tiene tres areas que difieren en su citoarquitectura, llamadas granular,
disgranular y agranular, haciendo referencia a la pérdida progresiva de la capa 4 cortical
(Figura 10) (Bermudez-Rattoni, 2014; Gogolla, 2017). Se ha visto que la region posterior
del &rea granular y disgranular son las principales areas corticales que reciben entradas
sensoriales gustativas y viscerales provenientes de los nucleos taldmicos VPM y VPL
(Gehrlach et al., 2020; Livheh & Andermann, 2021). Sin embargo, aferencias multi-
modales llegan a todas las areas de la ClI, por lo que no existe un consenso sobre la

existencia de una representacion topografica de la informacion sensorial en la Cl (Livneh




& Andermann, 2021; Fletcher et al., 2017; Chen et al., 2021).
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Figura 10. Representacion esquematica de la corteza insular en roedores, sefialando las
subdivisiones citoarquitectdénicas (granular. Disgranular y agaranular); asi como regiones
corticales que la rodean. ACM: arteria cerebral media, Al: corteza insular agranular, DI: corteza
insular disgranular; Gl: corteza insular granular (Modificado de Gogolla, 2017).

Por otro lado, la region anterior de la corteza insular (aCl) juega un papel prominente en
el procesamiento de estimulos salientes y la gestion de las respuestas conductuales
apropiadas, integrando los estados interoceptivos y emocionales para guiar las

respuestas (Wu et al., 2020).

Lesiones en esta region resultan en alteraciones de la representacion mnemaonica de los
sabores y sus consecuencias gastrointestinales (malestar), sin alterar la sensibilidad
gustativa o gastrica, lo que se ve reflejado en una disminucion en la adquisicion y
retencién del CAS (Bermudez-Rattoni & Yamamoto, 1998; Foy & Foy, 2016). En este
sentido, se demostrado que lesiones bilaterales de la Cl inducidas 1 o 6 semanas
después de la adquisicion del CAS tienen un efecto amnésico, provocando que los
animales respondan al sabor como si fuera novedoso (Stehberg & Simon, 2011).

Asimismo, manipulaciones farmacolégicas en la Cl pueden afectar la adquisicion o
consolidacion de la memoria del CAS. Por ejemplo, la administracion de APV antes de
la presentacion de sacarina, impide la adquisicion y consolidacion del CAS, mientras
que la inhibicion de los receptores D1/D5 impide su consolidacion (Osorio-Goémez, et
al., 2021).



Como se menciond previamente, la Cl tiene importantes conexiones glutamatérgicas
reciprocas con el BLA, de tal forma que la comunicacion entre ambas regiones es
importante para la adquisiciéon, consolidacién y extincion de la memoria del CAS (Morin
et al., 2021; Ferreira et al., 2005; Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000). En relacién con
lo anterior, estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la induccion de
LTP previa al entrenamiento en el CAS facilita la retencion de la tarea, mientras que la
induccion de LTD facilita su extincion (Escobar & Bermudez-Rattoni, 2000, Rodriguez-
Duran et al., 2017).

NEUROTROFINAS Y CAS

Como se ha evidenciado hasta aqui, las neurotrofinas juegan un papel clave en los
procesos de formacién de la memoria. Particularmente, en la formacion de la memoria
del condicionamiento de aversion al sabor, se ha observado que la infusion de BDNF en
la Cl puede revertir el déficit de memoria de CAS producido por la inhibicion de sintesis

de proteinas en esta region (Moguel-Gonzalez et al., 2008).

Como se mencioné anteriormente, la microinfusion de BDNF en la CI antes del
entrenamiento en el CAS, favorece la retencion de esta memoria (Castillo et al.,2006),
sin embargo, la infusion efectuada antes del entrenamiento de extincion favorece este
nuevo aprendizaje (Rodriguez-Serrano et al., 2014), mostrando que la regulacion
neurotroéfica es clave para el mantenimiento de la memoria de aversion al sabor. En una
investigacion realizada por nuestro grupo de trabajo, se observd que la administracion
de BDNF en la Cl puede intensificar la memoria de aversion. Estos hallazgos muestran
gue el BDNF es capaz de fortalecer la memoria del CAS y que la magnitud de éste
depende de la regulacién neurotréfica en la CI (Figura 11) (Martinez-Moreno et al.,
2016).
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Figura 11. Fortalecimiento de la memoria de CAS tras la administracion de BDNF. La
administracion de BDNF convierte un CAS débil (wCTA) a uno fuerte (sCTA), lo que se ve
reflejado en el nivel de consumo de sacarina durante la prueba de aversién (Modificado de
Martinez- Moreno et al., 2016).

Esta evidencia indica que la regulacién neurotréfica, particularmente en la Cl, es clave
para la formacion y expresion de una memoria de aversion. Si bien el papel del BDNF
en esta area ha sido bien documentado, la exploracion en torno al potencial de la
Neurotrofina-3 para regular la plasticidad sinaptica, inducir plasticidad estructural y

modular la expresion de otros tipos de memoria es adn incipiente.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La memoria es la capacidad de un animal para almacenar y utilizar la informacién que
previamente ha adquirido para adecuar su conducta y asegurar su supervivencia, por lo
que resulta relevante conocer los mecanismos capaces de regularla. En este sentido, las
neurotrofinas cobran particular importancia en virtud de su capacidad de modificar la
plasticidad sinaptica, tanto a nivel morfoldgico como funcional (Yamada et al., 2002).
Investigaciones previas de nuestro equipo de trabajo han demostrado que la
microinfusion de las neurotrofinas BDNF y NT-3, de manera independiente, son capaces
de inducir un incremento a largo plazo en la transmision sinaptica acompafiado de una
reorganizacion estructural en las fibras musgosas del hipocampo (Martinez-Moreno et
al., 2020; Ramos-Languren & Escobar, 2013). Mientras que, a nivel conductual, la
administracion de BDNF es capaz de intensificar y mejorar la retencion de una memoria

de aversion al sabor (Castillo et al., 2006; Martinez-Moreno et al., 2016).

Sin embargo, a pesar de la capacidad de NT-3 para regular la transmisién sinaptica y de
su presencia en la neocorteza cerebral, ain no se ha explorado su efecto sobre la
expresion de memorias aversivas y de hecho su participacion en areas neocorticales es
aun incipiente. Debido a esto, en el presente trabajo se evalud el efecto de esta

neurotrofina sobre el fortalecimiento de una memoria de aversion al sabor.

HIPOTESIS

La administracion de la Neurotrofina-3 en la corteza insular fortalecera la memoria de

aversion al sabor.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la neurotrofina NT-3 sobre el fortalecimiento de la memoria de

aversion al sabor.

OBJETIVO ESPECIFICO

Evaluar el efecto de la administracion de la NT-3 en la corteza insular sobre la
consolidacion de la memoria del condicionamiento de aversion al sabor, empleando la

modalidad débil y fuerte de dicha tarea

DISENO EXPERIMENTAL

SUJETOS DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas Wistar macho entre 350-380 g, mantenidas en cajas individuales con
ciclo de luz oscuridad 12:12 a 22°C, con agua y alimento disponible ad libitum, salvo en
los periodos en los que se indique lo contrario. La manipulacién de los animales se llevé
a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana y los lineamientos del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de

Psicologia.

CIRUGIA DE IMPLANTACION DE CANULAS

Se implantaron de manera bilateral canulas guia de acero inoxidable de 1 cm de largo
(calibre 23) en los animales anestesiados con pentobarbital (50 mil/kg via
intraperitoneal), usando un instrumento estereotaxico estdndar (RWD). La punta de las
canulas guia se coloco a 2 mm sobre la Cl usando las siguientes coordenadas respecto
a Bregma: anteroposterior (AP)= +1.2 mm; medio-lateral (ML)= +5.5 mm; dorsoventral
(DV)= 3 mm (Paxinos & Watson, 2007).

Las canulas fueron fijadas al craneo utilizando acrilico dental de secado rapido. Al

interior de las canulas se colocé un estilete de alambre de acero inoxidable para evitar




acumulacion de material organico en la luz de la canula. Posterior a la cirugia, se aplicé
de manera tépica un medicamento bactericida (Furacine) para evitar infecciones
dérmicas. Se permitio la recuperacion postoperatoria de los animales por 7 dias, para

posteriormente iniciar el entrenamiento en el CAS.

ENTRENAMIENTO EN EL CONDICIONAMIENTO DE AVERSION AL
SABOR (CAS)

Los animales fueron privados de agua por 24 horas y después fueron habituados a beber
agua de un cilindro graduado (30 ml), dos veces al dia (a las 10 y 18 h) durante 10
minutos por tres dias, para registrar el consumo basal de agua. El dia de adquisicién, los
animales fueron privados de alimento dos horas antes del condicionamiento y el agua
fue sustituida por una solucién de sacarina al 0.1% como sabor novedoso y presentada
a los animales durante 10 minutos. Después de 10 minutos, se administré por via
intraperitoneal una solucion de cloruro de litio (9.37 ml/kg; LiCl 0.1 o 0.2 M para
establecer la modalidad de CAS débil y fuerte, respectivamente) (Martinez-Moreno et
al., 2016). Posterior a la sesion de adquisicion se procedio al restablecimiento de la linea
base de consumo de agua por tres dias, después de los cuales se presentd nuevamente
la solucién de sacarina al 0.1% para probar la memoria de aversion. La cantidad de
sacarina consumida en la prueba de aversién se usé como medida de intensidad de la

aversion.

ADMINISTRACION DE FARMACOS

Para evaluar el efecto de la NT-3 en el fortalecimiento de la memoria, los grupos
canulados fueron infundidos bilateralmente en la corteza insular con la neurotrofina (2
pg/ 2 ul, en PBS como vehiculo) inmediatamente después de la adquisicion. Para ello,
se utilizaron microinyectores construidos con agujas dentales (calibre 30), introducidos
2 mm por debajo de la posicién de las canulas, alcanzando la corteza insular. Los
microinyectores fueron conectados a través de tubos de polietileno a una microjeringa
de 10 pl (Hamilton). La infusion fue dosificada mediante una bomba de
microadministraciéon (Cole-Palmer Instrument Co.), a una velocidad de flujo de 0.2
pl/min. Una vez inyectado el volumen total de la soluciébn administrada, los

microinyectores permanecieron al interior de la canula durante un minuto mas, con el fin




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

Tres dias antes del entrenamiento en el CAS, los animales fueron manipulados para

habituarlos al sonido de la bomba de infusion y a la sujecion correspondiente.

ANALISIS HISTOLOGICO

TINCION DE NISSL

Una vez concluida la fase conductual, se llevo a cabo un andlisis histolégico para
verificar la correcta localizacion de los inyectores. Para ello, los animales recibieron una
dosis letal de pentobarbital. Inmediatamente después se realizé la perfusién intracardial
con 500 ml solucién salina 0.9%, seguido de solucién fijadora (paraformaldehido 4%,
glutaraldehido 0.2% en PBS 0.1 M pH7.4). Una vez fijado el tejido, los cerebros fueron
transferidos a una solucién de sucrosa al 30% durante 48 h y mantenidos a 4°C.
Posteriormente se obtuvieron cortes coronales de 40um empleando un microtomo de
congelacion (Leica SM200R). El tejido fue tefiido con violeta de cresilo y examinado bajo
el microscopio optico (Nikon Eclipse E600). En el presente estudio sélo se incluyeron

los animales con una colocacion adecuada de los inyectores.

INMUNOHISTOQUIMICA PARA NT-3

Con el proposito de corroborar la difusién de la NT-3 infundida de manera exdgena en
la corteza insular, se analizé por inmunohistoquimica la presencia de la neurotrofina 15
minutos después de su infusion. Para ello, los animales fueron sacrificados mediante
una sobredosis del anestésico pentobarbital. Se realizé perfusion transcardial con 500
ml de solucion salina al 0.9%, seguida por 500 ml de paraformadehido al 4% vy
glutaraldehido 0.2% en buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4). La exposicién a los fijadores
durante la perfusion fue de 30 min, seguido de un periodo post-fijacion de 24 h a 4°C.
Posteriormente los cerebros fueron transferidos a una solucion de sacarosa al 30% en
PBS 0.1 M (pH 7.4). Se tomaron secciones coronales de 40 pm, las cuales fueron
incubadas por 3 dias con el anticuerpo primario,conejo anti-NT-3, (1:300; Abcam) a 4°C.
Para revelar el anticuerpo se usé el método de inmuno peroxidasa complejo avidina-

biotina. Brevemente, las secciones fueron lavadas en PBS, se incubaron por 2 horas con




el anticuerpo secundario anti-conejo (1: 200; Vectastain® ABC Elite Kit, Vector Labs.,
Burlingame, CA, EUA), fueron lavadas nuevamente y se incubaron por 2 h con el
complejo avidina-biotina-peroxidasa. La marca de peroxidasa fue revelada por la
reaccion con diaminobenzidina (DAB) en 50 mM de Tris, pH 7.6/0.01% H,0, (0.6 ml
DAB (10 mg/ml) 30 mI PBS 0.1M y 5 ul de H;0,). Por ultimo, los cortes fueron lavados tres
veces con una solucién de PBS al 0.3% por 10 minutos en cada ocasién. La reaccion
inmunohistoquimica se desarroll6 usando un estuche Vectastain® ABC Elite (Vector
Labs., Burlingame, CA, EUA). Finalmente, las secciones se montaron en portaobjetos de

cristal bafiados en gelatina y se analizaron con microscopio optico.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos conductuales se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA)
de dos vias. Esta prueba permite analizar simultaneamente los efectos de dos fuentes
de variacion, en este caso se considera la sesion (adquisicién y prueba de aversion) y
el tratamiento administrado (NT-3 o vehiculo). Posteriormente se utilizé la prueba post

hoc de Fisher para identificar qué grupos difieren entre si.

DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar el efecto de la microinfusion de la NT-3 en la corteza insular sobre la
fortaleza de la memoria de un CAS débil, se emplearon los siguientes grupos

experimentales:

e Grupo CAS débil (CASd): Fue entrenado en el CAS y en la sesion de
adquisicion recibio una dosis por via intraperitoneal de la solucién 0.1 M LiCl
(Martinez-Moreno et al., 2016).

e Grupo CAS fuerte (CASf): Fue entrenado en el CAS y en la sesion de
adquisicién recibié por via intraperitoneal la solucién 0.2 M LiCl (Martinez-
Moreno et al., 2016).

e Grupos CAS débil + NT-3 (CASd+NT3): Recibi6 el mismo entrenamiento que
el grupo CASd e inmediatamente después de la adquisicion se le administro

una microinfusion bilateral de NT-3 (2 pg/ 2 pl; 0.2 pl/min en PBS como




vehiculo) (Martinez-Moreno et al., 2016; Ramos-Languren & Escobar,
2013).

e Grupos CAS débil + Vehiculo (CASd+VEH): Recibié el mismo entrenamiento
gue el grupo CASd e inmediatamente después de la adquisicion recibié una
microinfusion PBS como vehiculo (2 ul por lado; 0.2 pl/min; Martinez-Moreno
et al., 2016; Ramos-Languren & Escobar, 2013).

e Grupos CAS débil + NT-3+K252a (CASd+NT-3+K252a): Al igual que el grupo
CASd+NT-3, recibié el mismo entrenamiento en el CASd seguido de la
microinfusion bilateral de NT-3 en conjunto con K252a, inhibidor de los
receptores Trk (2 ug NT-3 /2 ul K252a 20 uM, 0.2 pl/min; Martinez-Moreno et
al., 2016; Ramos-Languren & Escobar, 2013).

Adquisicién
Consumo basal | Sacarina 0.1% Restablecimientc ~ Prueba de
——— |LiC10.1002M | ————— aversién
Andlisis histolégico
1 /f y 1
1 r/d 1 |
L 7 dias Sz Histoquimica de Nissl
(?alrr'llt EIIE(I:i%i gg‘éagﬂgn Inmunohistoquimica

Microinfusién

CASd+VEH
CASd+ NT3 (2 pg/ 2 pL; 0.2 yL/min)
CASd+NT3+K252a (2 pg NT3 / 2 uL K252a 20 pM, 0.2 pL/min)

(Ramos-Languren y Escobar, 2013)

Figura 12. Diagrama del procedimiento experimental.




RESULTADOS

ANALISIS HISTOLOGICO

Se efectu6 un analisis histoldgico por la técnica de Nissl de cortes coronales de los
animales con el fin de verificar la correcta localizacion de los microinyectores en la
corteza insular (Figura 13B). Adicionalmente, con el propdsito de observar la difusion de
NT-3 exdgeno en la corteza insular, se realizé un andlisis inmunohistoquimico que

reveld la presencia de la neurotrofina en el area de la corteza insular (Figura 13C).

A. B

A crsanTs B casa+ven @ cAsd+NT3+K252a

Figura 13. Microinfusion de NT-3 en la corteza insular. A. Representacion
esquematica de la localizacion de los inyectores en la corteza insular (los puntos sefialan
la localizacion de los inyectores en los diferentes grupos, correspondiente a Bregma 0.96
a 1.44). B. Corte coronal representativo tefildo con la técnica de Nissl que muestra la
colocacion del inyector. C. Corte coronal representativo de la marca de NT-3 (2 pg/ul) en
la corteza insular.



RESULTADOS CONDUCTUALES

El consumo basal de agua fue similar entre los cinco grupos, asi como el consumo de
sacarina durante la sesion de adquisicion. En promedio, el consumo de agua en ml
(zE.E.M.) para los grupos CASd, CASf, CASd+NT3, CASd+VEH y CASd+NT3+K252a
fue de 16.10+0.80, 15.85+0.48, 17.17+0.43, 17.59+0.52 y 17.81+0.85, respectivamente.
Mientras que el consumo de sacarina en ml (x E.E.M.) durante la sesion de adquisicion
fue de 13.60+0.87, 13.64+0.43, 14.60+£0.42, 14.44+0.53 y 13.86+0.67, respectivamente.

El ANOVA de dos vias mostro que el consumo de sacarina durante la prueba de aversion
fue significativamente diferente entre los grupos (Fw,84=7.18, p<0.0001). La prueba post
hoc de Fisher mostrd que el consumo de sacarina en los grupos CASfy CASd+NT3 fue
significativamente menor que el de los grupos CASd, CASd+VEH y CASd+NT3+K252a
(p<0.001); mientras que los grupos CASfy CASd+NT3 no difieren significativamente en
su consumo (p=0.177). Este resultado indica que la infusién de NT-3 en la corteza insular
puede fortalecer un CAS débil, permitiendo que exprese un nivel de aversion similar al
generado por un entrenamiento fuerte. Asimismo, los presentes resultados muestran que
los efectos de NT3 requieren de la activacion de los receptores de alta afinidad (Figura
14).
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Figura 14. La infusion de NT-3 en la corteza insular fortalece la memoria de un CAS débil.
La grafica muestra el consumo de sacarina durante la sesion de adquisicion y prueba de aversion.
Los animales fueron entrenados en la modalidad de CAS débil (LiCl 0.1M) y fuerte (0.2 M). La
infusién de NT3 fortalece el trazo de memoria del grupo CAS débil, permitiendo que los animales
gue recibieron un entrenamiento débil muestren un grado de aversion similar al grupo con
entrenamiento fuerte (**=p<0.01; ***=p<0.001; ****=p<0.0001).

El efecto de la neurotrofina en la memoria del CAS también se observa al comparar el
porcentaje de consumo de sacarina en la prueba de aversion respecto al de la sesion
de adquisicion (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de consumo de sacarinarespecto ala adquisicién. La grafica muestra
el porcentaje de consumo de sacarina respecto a la adquisicion. Los animales fueron entrenados
en la modalidad de CAS débil (LiCl 0.1 M) y fuerte (0.2 M). La infusion de NT-3 fortalece el trazo
de memoria del grupo CAS débil, permitiendo que los animales que recibieron un entrenamiento
débil muestren un grado de aversion similar al grupo con entrenamiento fuerte (***=p<0.001;
**+%=p<0.0001).




DISCUSION

La formacion de memorias requiere de modificaciones a largo plazo en la transmision y
organizacion sinapticas. El estudio de los mecanismos moleculares que subyacen a estos
fendmenos sefiala a la familia de las neurotrofinas como potentes reguladores de estos
procesos. Particularmente, la Neurotrofina-3 ha mostrado la capacidad de inducir
cambios en la transmision y reorganizacion sinaptica en regiones como el hipocampo
(Ramos-Languren & Escobar, 2013), el estriado (Gomez-Pineda et al., 2018) y la corteza
infralimbica (D"Amico et al, 2017).

Los resultados derivados del presente estudio indican que la infusidbn de NT-3 en la
corteza insular fortalece la consolidacion de la memoria del condicionamiento de aversion
al sabor, permitiendo que los animales que recibieron un entrenamiento débil (LiCl 0.1 M)
muestren una fuerte aversion. En concordancia con estos hallazgos, estudios previos de
nuestro grupo de investigacion han demostrado la capacidad de la NT-3 (en la misma
dosis empleada en el presente trabajo) , de inducir cambios en la fortaleza de la
transmision sinptica asi como en la estructura de las fibras musgosas hipocampales
(Ramos-Languren & Escobar, 2013). Ambos procesos involucrados de manera

determinante en la consolidacion de la memoria (Dudai, 2004).

En este orden de ideas, investigaciones recientes han comenzado a explorar el efecto de
la NT-3 en las alteraciones de la memoria observados en modelos patolégicos,
principalmente en el hipocampo. En este sentido, Yan y colaboradores (2021) indujeron
la sobreexpresion de NT-3 en células troncales mesenquimales derivadas de médula
O0sea, las cuales fueron trasplantadas en el hipocampo de ratas en un modelo
experimental de Alzheimer. Las ratas que recibieron este trasplante mostraron mayores
niveles de NT-3 en el tejido cerebral, ademas de una mejora en la memoria del laberinto
acuatico de Morris (Yan et al.,, 2021). Recientemente Liu y colaboradores (2019)
mostraron que el incremento en la expresion del mMRNA que codifica para NT-3 en el
hipocampo, genera un mejor desempefio tanto en el laberinto acuéatico de Morris como
en la prueba de evitacion pasiva en un modelo experimental de meningitis (Liu et al.,

2019). Estos trabajos concuerdan con las observaciones de Shimazu y colaboradores



(2006), quienes reportaron que en ratones KO para NT-3 se presentan déficits en tareas
de memoria espacial, acompafiados con una disminucion de la diferenciacién neuronal
en el giro dentado y alteraciones en la transmision y plasticidad sinaptica (Shimazu et al.,
2006).

Por otro lado, como mencionamos en lineas anteriores, la participacion de la NT-3 en la
neocorteza ha sido menos explorada. Referente a esto, D’Amico y colaboradores
demostraron que la administracion de la NT-3 en la corteza infralimbica logra recuperar
la memoria de extincion en un modelo de desorden de panico, a través de la activacion
de la via de sefalizacion ERK. Adicionalmente, demostraron que la NT-3 también rescata
la potenciacion de largo plazo inducida por estimulacion de alta frecuencia en este mismo
modelo patolégico (D’Amico et al, 2017). En este mismo estudio se observd que, en
animales sanos, los niveles de NT-3 y de su receptor TrkC incrementan tras el
entrenamiento en el condicionamiento de miedo al contexto, asi como tras la extincion de
éste (D"Amico et al, 2017).

Conforme lo anterior, los presentes hallazgos muestran que el fortalecimiento de la
memoria del CAS generado por la NT-3 depende de la activacion de los receptores TrKk,
puesto que la administracion del inhibidor de estos receptores bloquea este efecto. Si
bien la NT-3 es capaz de activar a los tres tipos de receptores Trk, recientemente se ha
explorado las diferencias en la sefalizacion de los receptores TrkB y TrkC
desencadenados por esta neurotrofina. Al aspecto, Ateaque y colaboradores (2022)
reportaron que NT-3 activa a los receptores TrkC a concentraciones menores que las
necesarias para activar a los receptores TrkB, sin embargo, los cambios en la expresion
génica derivados de la activacién de TrkC son similares a los que resultan de la activacion
de TrkB por BDNF. En este trabajo se observaron incrementos significativos en la
expresion de genes relacionados a la plasticidad, como Arc/Arg3.1, fos y ATF3 (Ateaque
et al., 2022). En concordancia con esto, Guzman-Ramos y colaboradores (2018)
observaron que la sintesis de novo de la proteina Arc en la amigdala es necesaria para
la consolidacion de la memoria del CAS. De manera interesante, encontraron que la
formacion de la memoria del CAS es independiente de la sintesis de Arc en la corteza

insular, sin embargo, mencionan que no se puede descartar la participacion de Arc en



una ventana temporal diferente a la analizada (Guzman-Ramos et al., 2018).

La activacion de los receptores Trk por NT-3 induce su dimerizacion y autofosforilacion
en el dominio intracelular, desencadenando las cascadas de sefalizacion MAPK, PI3K'y
PLC y (Han et al., 2016; Chao, 2003), las cuales convergen en la activacion de factores
de transcripcidon como CREB, que inducen la expresion de genes que participan en los
cambios que subyacen a la plasticidad sinaptica (Stern & Alberini, 2013). En este sentido,
se ha observado un incremento en la fosforilacion de Erk y CREB en la Cl y la amigdala
posterior al entrenamiento en el CAS (Swank, 2000). Asimismo, se ha demostrado que
la sobreexpresion de CREB en la CI fortalece la memoria del CAS, enfatizando la
importancia de este factor en la formacién de esta memoria (Sano et al., 2014). Por otro
lado, durante la evocacion del CAS se observo una mayor activacion en la subpoblacion
neuronal que presenta la sobreexpresion de CREB, mientras que la inhibicion
guimiogenética de estas neuronas impide la evocacion de la memoria, mostrando la
importancia de CREB en el proceso de alocacion de las neuronas de la Cl para la

codificacion de la memoria del CAS (Sano et al., 2014).

Se ha demostrado que los efectos de laNT-3 que involucran cambios estructurales de largo
plazo en las terminales sinapticas de la placa neuromuscular, estan mediados por la via
de sefalizacion de Rapl-MAPK (Je et al., 2006). En relacibn con esto, Han y
colaboradores (2016) reportaron que la NT-3 regula la organizacion sinaptica de
neuronas hipocampales en cultivo mediante la interaccién de su receptor TrkC y PTPo,
ademas mostraron que diferentes dosis de NT-3 activan diferentes vias de sefializaciéon
a saber: 25 ng/ml activa las vias de sefalizacion ERK y Akt, mientras que 100 ng/ml
desencadena la activacion de PLCy (Han et al., 2016). De manera interesante, en la
recuperacion de la memoria de extincion reportada por D"Amico y colaboradores (2017),
la cual tiene lugar mediante la activacion de la via ERK, se emple0 una dosis de 1 pg/ul,
similar a la empleada en el presente estudio (D"Amico et al (2017). En este orden de
ideas, un trabajo previo de nuestro laboratorio demostré que la infusion de la neurotrofina
BDNF (3 pg/ 3 pl) en la corteza insular favorece la retencion de la memoria del CAS,
activando las vias de sefializacion de las MAPK y PI3K (Castillo & Escobar, 2011).

El fortalecimiento del trazo de memoria del CAS generado por la administracion de NT-




3, reportado en la presente investigacion, abre la interrogante acerca de cuales son las
vias de sefalizacion intracelular involucradas en este efecto, asi como acerca de cuales
son las repercusiones de esta neurotrofina en la expresion de plasticidad sinaptica en la
via BLA-CI.

En suma, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la NT-3 es un
modulador importante de la consolidacion de la memoria, capaz de fortalecer el trazo de
una memoria aversiva en un area neocortical. Estos hallazgos dan paso a la futura
exploracion del papel que ejerce esta neurotrofina en otras etapas de la memoria, asi

como a los mecanismos intracelulares que subyacen a sus efectos.

CONCLUSIONES

e Lainfusidon de la NT-3 en la corteza insular adulta fortalece la memoria de aversién

al sabor, transformando un CAS débil en uno fuerte.

o El fortalecimiento de la memoria del CAS inducido por la administracion de la NT-
3 en la corteza insular depende de la activacion de sus receptores Trk.
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ANEXO

Reporta los resultados de la exploracion efectuada de manera paralela al proyecto

principal, acerca del establecimiento de las modalidades de CAS débil y fuerte en ratas
hembra de la cepa Wistar.




CAS DEBIL Y FUERTE EN RATAS HEMBRA DE LA CEPA WISTAR

De manera paralela al proyecto principal, se exploré la posibilidad de establecer las
modalidades de CAS débil y fuerte (LICl 0.1 y 0.2 M, respectivamente) en ratas hembra
de la cepa Wistar. Los resultados de esta exploracion muestran que es posible establecer
ambas modalidades del condicionamiento en ratas hembra, obteniendo niveles de
aversion similares a los mostrados por machos. Se aplicO una prueba estadistica de
ANOVA de dos vias, considerando como factores el sexo (machos y hembras) y la sesion
(adquisicion y prueba de aversién) en ambos casos. Estas observaciones concuerdan
con lo reportado por otros grupos de investigacion en la cepa de ratas Long-Evans (Wu
et al., 2021), y permitiran el empleo de ratas de ambos sexos en futuras investigaciones

gue involucren protocolos como los empleados en el presente estudio.
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Figura 16. Porcentaje de consumo de sacarinarespecto a la adquisicion de un CAS fuerte.
La grafica muestra el porcentaje de consumo de sacarina respecto a la adquisicion (media +
E.E.M.). Ratas Wistar hembra y macho fueron entrenadas en la modalidad CAS fuerte (0.2 M),
mostrando consumos similares durante la prueba de aversion (p>0.05).
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Figura 17. Porcentaje de consumo de sacarina respecto a la adquisicion de un CAS débil.
La grafica muestra el porcentaje de consumo de sacarina respecto a la adquisicion (media +
E.E.M.). Ratas Wistar hembra y macho fueron entrenadas en la modalidad CAS débil (0.1 M),
mostrando consumos similares durante la prueba de aversion (p>0.05).
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