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RESUMEN

Los microdominios lipidicos (lipid rafts) son regiones membranales insolubles en detergentes no
ionicos, ricos en esfingolipidos y colesterol. Estos microdominios son importantes para la
transduccion de sefiales debido a su alta concentracion en moléculas involucradas en sefalizacion,
como la proteina cinasa C (PKC). La PKC es una cinasa de serina/treonina involucrada en muchos
procesos de plasticidad como la formacion de la memoria. El hipocampo juega un papel importante
en procesar la informacion espacial en roedores. El receptor NMDA es un receptor de glutamato,
que también participa en el proceso de formacion de la memoria. Este receptor tiene varias maneras
de ser regulado, por ejemplo, se ha reportado que puede ser fosforilado por diferentes cinasas, entre
ellas PKC. Adicionalmente, recientemente se ha observado que el receptor compuesto por
subunidades NR1/NR2A es reclutado a microdominios de membrana durante el aprendizaje
espacial. Por lo tanto, para estudiar la participacion de PKC en la formacion de la memoria espacial
en este trabajo se estudio el efecto del entrenamiento sobre la posible translocacion de PKC a los
rafts, adicionalmente se estudio su asociacion con el receptor NMDA, y la fosforilacion de éste. Los
resultados mostraron que la PKC se transloca al lipid raft después del entrenamiento en el laberinto
acuatico. Sin embargo, también se observo que PKC esta mas asociada a la subunidad NR2A en el
grupo de animales controles de nado que en el grupo entrenado. En el caso de la subunidad NR2B
no se ven cambios en la asociacion entre el grupo control de nado y el grupo entrenado. Algunos
autores reportan que la PKCy fosforila directamente al receptor en la serina 890 de la subunidad
NR1 lo cual disocia las agrupaciones de receptores que se encuentran en la membrana, por lo cual
se podria pensar que esta isoforma de PKC se separa del receptor NMDA para permitir su
movilidad hacia el microdominio de membrana.

Debido a que la fosforilacion en tirosinas es uno de los mecanismos mediante los cuales PKC puede
regular al receptor NMDA se analizd la fosforilacion en tirosinas de la subunidad NR2A y la
tirosina 1472 en la subunidad NR2B. Los resultados mostraron que la fosforilacion en tirosinas del
la subunidad NR2A y NR2B no cambia con el entrenamiento en el laberinto acuatico en el grupo
control ni en el grupo entrenado. Esto sugiere que PKC no esta regulando al receptor mediante la

fosforilacion de estos residuos.



INTRODUCCION

Aprendizaje y Memoria

La mayoria de los organismos presentan funciones cognitivas que llamamos
aprendizaje y memoria. El aprendizaje es el proceso mediante el cual adquirimos
conocimiento (Kandel, Hawkins 1992). La memoria, es el proceso mediante el cual lo que
es aprendido persiste a través del tiempo (Squire, Kandel 2000).

En 1949 Donald Hebb propuso la nocién de que las memorias de las experiencias
sensoriales son almacenadas mediante modificaciones sinapticas en las regiones del cerebro
que procesan esta informacion sensorial. En los ultimos afios se ha reunido una gran
cantidad de evidencia que confirma que las memorias pueden ser guardadas gracias a
pequetias pero coherentes modificaciones que cambian ya sea en fuerza o numero las
sinapsis. Estas modificaciones ocurren por la actividad repetida tanto de la neurona
presinaptica como de la postsinaptica, Esta idea también es un legado de Hebb y se le llama
plasticidad sinaptica (Kandel, Hawkins 1992).

Se cree que la memoria no es una entidad unica, sino que existen diferentes tipos de
memoria que involucran a diferentes sistemas neuronales en el cerebro. (Shu 2003)

Larry Squire en el ano de 1987 basado en estudios en humanos y primates no
humanos, propuso dividir la memoria con base en la naturaleza de la informacion. La
dividi6 en declarativa y no declarativa. La memoria declarativa, también denominada
explicita, se refiere a la capacidad de recoleccion de significados, hechos y eventos de
manera “consciente” (Squire 1987, 1996). En la memoria declarativa se forman
asociaciones entre dos estimulos diferentes. La memoria declarativa esta disefiada para
representar objetos y eventos del mundo exterior y las relaciones entre ellos. La
representacion que se forma es flexible, es decir puede ser modificada (Kandel, Squire
2000).

La memoria no-declarativa, también llamada implicita, es “inconsciente” y se refiere
a la coleccion heterogénea de habilidades motoras, habitos, y sensaciones. Un ejemplo de

este tipo de memoria es el condicionamiento clasico Pavloviano (Squire 1987, 1996).



La memoria también se puede dividir de acuerdo a su duraciéon, en memoria a corto
plazo y la memoria de largo plazo. La de corto plazo puede durar de minutos a horas y la
de largo plazo puede durar por varios meses o incluso para siempre (Atkinson 1968).

La memoria a corto plazo no depende de sintesis de nuevas proteinas sino de
modificaciones post-.traduccionales en proteinas ya existentes. Por el contrario para que
una memoria perdure a largo plazo necesita de sintesis de proteinas, lo cual se ha
denominado consolidacion (Squire, Kandel 2000).

El procesamiento de la memoria a largo plazo se ha dividido en 4 fases:

* Adquisicion: Codificar el evento en un trazo de memoria en areas especificas del
cerebro

* Consolidacion: Almacenar en una forma mas estable y en areas especificas del
cerebro

* Permanencia de la informacidon almacenada por un periodo de tiempo

* Evocacion: Recuperarla y utilizarla para guiar acciones

La plasticidad sinédptica relacionada con el aprendizaje ha sido mayormente estudiada
en Aplysia sp y en el hipocampo de mamiferos (Pittenger, Kandel 2003). El estudio de los
mecanismos moleculares de la plasticidad en el hipocampo se ha complementado y

comparado con estudios en modelos mas simples como el de Aplysia.

Modelo de Aplysia

Kandel y Kupfermann descubrieron dos procesos de plasticidad sinaptica en el
reflejo de retraccion de la branquia que presenta el caracol marino Aplysia (Kandel, Squire
2000). El sifon es utilizado para expulsar agua y desechos. Cuando se toca el sifon, éste y la
branquia adyacente se retiran bajo un manto protector. La respuesta se llama reflejo de
retraccion de la branquia. La piel del sifén contiene 34 neuronas sensoriales que establecen
sinapsis con 6 neuronas motoras, responsables de retraer el siféon y la branquia. Las
neuronas sensoriales activan interneuronas que a su vez, establecen sinapsis con las
neuronas motoras (Pinel 2001). En respuesta a un estimulo novedoso tactil en las neuronas
sensoriales que innervan el sifon, se generan potenciales excitatorios sinapticos en

interneuronas y motoneuronas. Los potenciales sinapticos de las neuronas sensoriales y de



las interneuronas se suman temporoespacialmente para asi generar el reflejo de la retraccion
de la branquia en las motoneuronas (Kandel et al., 2000)

La habituacion, es la forma mas simple de aprendizaje implicito. Cuando el sifon es
estimulado, si el animal no detecta que el estimulo es benéfico o dafino, aprende después
de varias exposiciones a ignorarlo. La habituacion es resultado de la disminucion de la
eficiencia sinaptica en las vias de las neuronas motoras que han sido activadas
repetidamente. La habituacion genera un decremento en la fuerza de las conexiones
sinapticas entre interneuronas excitatorias y motoneuronas, lo cual se debe a una

disminucion en la liberacion de neurotransmisor (Figura 1) (Kandel et al., 2000).

Con estimulacion repetida estos reflejos se habittan.

Control Habituadao

Sifan
Meuronsa
Sensitiva

Interneuronas

Excitadora

Inhibidora p €L

Meuronsa -
MWotors

—  Branquia

Figura 1. Modelo de habituacion en Aplysia. (Modificado de Kandel et al., 2000)

En el caso de estimulos dafiinos, un animal aprende a responder mas intensamente no
solo a ese estimulo sino a otros incluso menos dafiinos. Al incremento en las respuestas
reflejas se le llama sensibilizacion. En el caso de Aplysia la sensibilizacion en la branquia
se produce aplicando un estimulo en otra parte del cuerpo, por ejemplo en la cola. El

estimulo en la cola activa neuronas sensoriales, éstas a su vez excitan a neuronas



facilitadoras las cuales forman sinapsis en las terminales de las neuronas sensoriales del

sifon (Figura 2) (Kandel ef al., 2000).

Cola Meurona Sensitiva Meurona Facilitadora
Sifon Meurona Sensitiva Meurona fiotora Branquia

O—®

Figura 2. Modelo de sensibilizacion en Aplysia

En Aplysia se ha demostrado que sensibilizacion es el resultado de un aumento en
la cantidad de neurotransmisor liberado por las neuronas sensoriales del sifon en respuesta
a sus propios potenciales de accion. El mecanismo por el cudl se produce esto se denomina
facilitacion presinaptica. Las fibras sensoriales que salen de la cola de Aplysia establecen
sinapsis con interneuronas serotoninérgicas facilitadoras, que a su vez establecen sinapsis
con los botones de las neuronas sensoriales del sifon. A través de estas neuronas
serotoninérgicas, la estimulacion intensa de la cola produce cambios en los botones de las
neuronas sensoriales, de forma que cada potencial de accion que llega del sifén da lugar a
una entrada mayor de iones de calcio y a una liberacion mayor de neurotransmisor hacia
las neuronas motoras (Pinel 2001). La liberacion de serotonina a los botones de las
neuronas sensoriales del sifon, producida por la descarga en la cola, da lugar a un aumento
de los niveles de AMPc (AMP ciclico) en los botones. A su vez, el AMPc activa a la
proteina cinasa A (PKA). La PKA hace que se cierren muchos de los canales de potasio en
los botones, lo que produce un aumento de la duracion de cada potencial de accion. Este
incremento en la duracion de los potenciales de accion da lugar a un aumento de la entrada
de calcio y por tanto, de la liberacién de neurotransmisor en respuesta a cada contacto con

el sifon.



Hipocampo

El sistema hipocampal se refiere a un grupo de estructuras en el 16bulo temporo-
medial, esta constituido por la corteza entorrinal y la formacién hipocampal. La formacion
hipocampal esta constituida por el Cuerno de Amon (CA), el giro dentado y el complejo
subicular. El cuerno de amon y el giro dentado juntos forman una estructura en forma de
caballito de mar que se arquea alrededor del mesencéfalo, esta estructura es el hipocampo.

El Cuerno de Amon se divide en subregiones: CA1, CA2 y CA3 (Ramirez 1997).

Cerebelo
corteza

cerebral

hipocampo

dorsal o allo

..~ cerebral
g

7 hipocampo
ventral
subiculum

il hipotalamo

bulbo " nenvios
olfatorio spticos

Figura 3. Modelo de cerebro de rata donde se representa el hipocampo. (Modificado
de Cheung, Cardinal 2005)

El hipocampo es una estructura subcortical que se extiende caudalmente entre la
neocorteza y el diencéfalo antes de curvearse ventralmente hacia el l6bulo temporal
(Martin, Clark 2007). Esta estructura recibe informacion sensitiva polimodal a través de la
corteza entorrinal, y recibe varios aferentes y eferentes de estructuras subcorticales y
corticales (Martin, Clark 2007). La corteza entorrinal es la conexion principal entre el
sistema hipocampal y las areas corticales. La corteza entorrinal recibe sus principales inputs
de la corteza perirrinal y la postrrinal, y por lo tanto manda los principales inputs del giro
dentado, CA1, CA2, CA3 y el subiculum. Ademas los eferentes de CA1 y el subiculum van
hacia la corteza entorrinal y de ahi se dirigen principalmente a las cortezas perirrinal y
postrrinal (Ramirez 1997).

El hipocampo es un circuito trisinaptico, debido a las conexiones entre sus campos.
Los circuitos incluyen la via perforante, que va de la corteza entorrinal al giro dentado; la
via de las fibras musgosas que va hacia CA3 y la via colateral de Schaffer, que va hacia

CA1l. También se ha anadido la proyeccion de CA1 al subiculum. (Witter et al., 2000).



Por otro lado los aferentes principales del hipocampo se originan de la corteza
entorrinal, del septum, banda diagonal de Broca y el nucleo del tallo cerebral. La
proyeccion de corteza entorrinal hacia hipocampo parece ser glutamatérgica. Mientras que
aferentes colinérgicos y glutamatérgicos salen de la parte medial del septum y de la banda
diagonal de Broca hacia el stratum oriens y stratum radiatum de CA1 y CA3 (Witter ef al.,
2000). Tanto CAl como CA3 reciben proyecciones serotonérgicas del raphe y
noradrenérgicas del locus coeruleus. Se cree que células gabaérgicas ejercen continuamente
efectos inhibitorios sobre las células piramidales de CAl. El giro dentado también es
inervado por proyecciones del septum y de la banda diagonal de Broca, estas vias son
colinérgicas y glutamatérgicas. Otro recurso de innervacion se origina en el nucleo del tallo
cerebral (principalmente en el nucleo del raphe y el locus coeruleus) y de interneuronas

GABAergicas (Ramirez 1997).

El hipocampo es una estructura que se caracteriza por presentar rapida plasticidad
sinaptica; por lo cual es una de las estructuras cerebrales mas estudiadas, ya que juega un

papel importante en el aprendizaje y la memoria (Eichenbaum 2004; Ramos 2000).

En 1973 Bliss y Lomo encontraron que aplicando un periodo breve de actividad
eléctrica en una via hipocampal (de las fibras de la via perforante a giro dentado) generaba
un incremento en la fuerza sindptica, esta podia durar horas en animales anestesiados y si se
repetia podia durar hasta dias o semanas en animales despiertos (Bliss, Lomo 1973). A esta
facilitacion se le denomind potenciacion a largo plazo (LTP), por sus siglas en inglés, y se

le considera un modelo celular artificial de plasticidad sinaptica (Kandel, Squire 2000).

El LTP presenta tres fases que pueden ser inducidas de manera diferencial, la primera
es la fase inicial, también se le llama potenciacion a corto plazo, dura aproximadamente 30
minutos, no requiere la accion de cinasas ni de sintesis de proteinas. La segunda es la fase
temprana, dura entre una y tres horas después de la estimulacion eléctrica. Estas primeras 2
fases se inducen por un solo pulso de alta frecuencia y no requiere la sintesis de nuevas
proteinas (Kandel 2001). Por otro lado si se aplican 3 o mas pulsos de alta frecuencia se

induce la fase tardia del LTP, la cual puede durar por al menos 28 horas y requiere



trascripcion y traduccion (Kandel, Squire 2000). La fase tardia del LTP al igual que la
facilitacion en Aplysia requiere de las cinasas PKA, MAPK vy el factor de trascripcion
CREB (Kandel 2001).

Se conocen algunos mecanismos bioquimicos que llevan a la induccion de
potenciacion, se sabe que cuando se induce la fase temprana del LTP mediante un solo
estimulo eléctrico de alta frecuencia, se libera glutamato de la terminal presindptica que
activa a los receptores AMPA y NMDA con lo cual entra calcio a la célula postsindptica. El
calcio se une a la calmodulina para activar cinasas de segundos mensajeros, que llevan a
cabo funciones como la fosforilacion del receptor AMPA, para incrementar la sensibilidad
de estos receptores por el glutamato; y se cree que estas cinasas activan enzimas que
generan sefiales retrogradas que van hacia la terminal presindptica para incrementar la
liberacién de neurotransmisor. (Kandel, Squire 2000; Kandel 2001). Cuando se induce la
fase tardia con pulsos eléctricos repetidos, el influjo de calcio es mayor y conlleva a la
activacion de la enzima adenilato ciclasa, esta enzima convierte el ATP en AMP ciclico. El
AMPc se une a las subunidades reguladoras de la PKA, activdndola y ésta se transloca
posteriormente al nicleo. Una vez en el nucleo la PKA activa a CREB. CREB a su vez
activa genes necesarios para los cambios estructurales (Kandel, Squire 2000; Kandel 2001),
que son capaces de mantener la potenciacion por periodos de tiempo mas largos.

Tanto la plasticidad duradera como la memoria a largo plazo requieren la expresion
regulada de genes y la sintesis de nuevas proteinas (Kandel, Squire 2000; Pittenger, Kandel
2003).

En Aplysia, la estimulacion sindptica activa diversas cinasas, las cuales pueden migrar
al nucleo de la neurona y actuar ahi. También las cinasas estdn implicadas en la
senalizacion hacia el nticleo en la via colateral de Schaffer en el hipocampo. Y las cinasas
juegan un papel importante en la fase tardia del LTP (Kandel, Squire 2000; Pittenger,
Kandel 2003). Tanto en Aplysia como en mamiferos el factor de transcripcion CREB es

necesario para la induccion de la expresion de genes (Pittenger, Kandel 2003).



El LTP tiene muchas caracteristicas que lo proponen como un mecanismo de
almacenamiento neuronal:

G Se da en las 3 vias hipocampales principales por las cuales fluye la
informacion. Los efectos del LTP son mdas importantes en estructuras que
intervienen en el aprendizaje y la memoria, como en hipocampo (Kandel,
Squire 2000; Abraham, Williams 2003).

G Se induce rapidamente, una aplicacion de estimulacion eléctrica de alta
frecuencia puede duplicar la fuerza de una conexion sinaptica (Kandel,
Squire 2000).

C Una vez inducida, es estable durante horas o incluso dias (Kandel, Squire
2000).

G Tanto el mantenimiento de LTP y la retencion de la memoria necesitan de la
sintesis proteica; ambos dependen de la activacion temprana de factores
transcripcionales que involucran la fosforilacion de CREB y la activacion de
factores de transcripcion inducibles y ambos requieren de la expresion de
genes similares que codifican para proteinas (Abraham, Williams 2003).

G Muchos experimentos han demostrado que si se bloquea varios de los
componentes moleculares necesarios para el LTP también se observan dafios

en la memoria.

Receptor NMDA

Como ya se menciond anteriormente la liberacion de glutamato y particularmente la
activacion del receptor NMDA, juegan un papel importante en plasticidad sinaptica (Cull-
Candy 2001), aprendizaje y memoria (Gutiérrez et al., 1999; Wang et al., 2006).

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el cerebro de mamiferos
(Kandel, Squire 2000). Existen dos tipos principales de receptores para glutamato:
Ionotrépicos (canales para sodio y calcio, su abertura es dependiente de ligando) o
Metabotropicos (acoplados a proteinas G) (Kandel, Squire 2000). Los receptores
ionotropicos son el AMPA, Kainato y el NMDA. Estos receptores estan implicados en la

rapida transmision sindptica, sobrevivencia neuronal, plasticidad sindptica, también pueden



ocasionar la muerte neuronal por excitotoxicidad si son sobreactivados (Platenik et al.,
2000).

Los receptores AMPA/Kainato se abren y se desensibilizan rapidamente en respuesta
a la unién a su agonista, estos canales permiten el influjo selectivo de iones sodio (Na"),
pero no de iones calcio (Ca2"). Por otro lado el receptor NMDA si permite la entrada de
Ca2" yNa' 1y su activacion e inactivacién son mas lentas (Platenik et al, 2000).

El receptor NMDA esta altamente regulado ya que no solo necesita la union del
glutamato como agonista, también requiere la union de la glicina (Platenik ez al., 2000). El
zinc (Zn*") extracelular y las poliaminas también actian sobre el receptor modificando su
comportamiento (Cull-Candy 2001). El canal del receptor esta bloqueado por cationes de
magnesio, este bloqueo es dependiente de voltaje, por lo tanto para que el receptor se active
requiere la despolarizacion de la membrana (Platenik et al., 2000). Por lo cual se considera
un detector molecular de coincidencia, pues para que el receptor NMDA abra su canal y
genere LTP, es necesario que simultdneamente la membrana se despolarice para quitar el

magnesio y que el glutamato se una al receptor (Bliss, Collingridge 1993).

Figura 4. Receptor NMDA compuesto por subunidades NR2A y NR2B

Se han identificado diferentes subtipos de receptores NMDA en el sistema nervioso
central, que difieren en la sensibilidad a los ligandos exdgenos y endogenos, la
permeabilidad y bloqueo de iones divalentes, las propiedades cinéticas y la interaccion con

proteinas intracelulares (Cull-Candy 2001).
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Todos los receptores ionotropicos de glutamato tienen una estructura hetero-
oligomérica y estdn formados por diferentes subunidades. Para el receptor NMDA se han
identificado 3 familias de subunidades: la subunidad NR1, la cual puede tener hasta 8
variantes debido al splicing alternativo, una familia de 4 subunidades diferentes NR2
denominadas A, B, C y D; 2 subunidades NR3 (A y B) (Cull-Candy 2001). Las
subunidades NR2 y NR3 tienen variantes debido al splicing alternativo, aunque atn no se
sabe la relevancia funcional de las variantes (Cull-Candy 2001). Los receptores NMDA
estan compuestos por subunidades NRI1 en combinacion con subunidades NR2. El
dominio de la subunidad NR2 contiene el sitio de union a glutamato, mientras que el
dominio NR1 contiene el sitio de unién a la glicina (Platenik et al., 2000).

Se cree que el receptor NMDA regula la remodelacion dependiente de actividad
durante el desarrollo (Kandel, O'Dell 1992). Estos mismos mecanismos parecen ser los
responsables de la habilidad de las redes neuronales para hacer asociaciones estimulo-
respuesta o estimulo-estimulo en el estado adulto (Dumas 2005).

Diversos estudios han revelado que la aplicacion de antagonistas del receptor NMDA
en el hipocampo afecta la adquisicion del paradigma de aprendizaje espacial “water maze”
y la induccion de LTP (McDonald et al., 2004). También se ha comprobado que aplicando
el antagonista del receptor NMDA, APS en el hipocampo se afecta la formacion de la
memoria espacial (Morris 1989). El receptor NMDA participa también en la formacion de
la memoria de reconocimiento de objetos (Abe et al., 2004) y el condicionamiento aversivo
al sabor (Gutiérrez et al, 1999).

El receptor NMDA puede ser regulado de diferentes maneras, una de ellas es la
interaccion del receptor con proteinas cinasas y fosfatasas (Roche et.al., 1994). La
fosforilacion de residuos de serina/treonina y tirosina participan en la regulacion del
receptor NMDA (Salter, Kalia 2004). Por ejemplo, la inhibicién de las cinasas de tirosinas
en neuronas reduce la corriente de receptor y la aplicacion de un inhibidor de fosfatasas de
tirosina potencia las corrientes del receptor NMDA (Wang, Salter 1994). Una de las cinasas
de serina/treonina capaz de interactuar con el receptor NMDA es la PKC (Grosshans,

Browning 2001; Xiong et al., 1998; Groc et al., 2004).
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Proteina Cinasa C

El término proteina cinasa C define a una familia de cinasa de serina/treonina, que
estan implicadas en multiples funciones celulares. Estas cinasas participan en procesos de
transduccion de sefiales a corto plazo (flujo de iones, liberacion de neurotransmisores), a
mediano plazo (modulacion de receptores), y a largo plazo (proliferacion celular,
remodelacion sindptica, y expresion de genes) (Amadio, et.al., 2006).

La via clasica de activacion de la proteina cinasa C se da mediante un receptor
acoplado a proteinas G triméricas. Las proteinas G triméricas estdn compuestas como su
nombre lo dice por 3 subunidades: o, B y Y. En su estado inactivo la subunidad O une
guanosin difosfato (GDP), cuando es estimulada por la activacion del receptor la subunidad
a libera el GDP y une GTP (guanosin trifosfato). Esta unién ocasiona que la proteina G se
separe en 2 componentes: 0 y PBYy. Estos receptores activan la enzima fosfolipasa C-f3
(PLCB). La PLC actta sobre el fosfoinositido localizado en la parte interior de la
membrana, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [PI (4,5) P,]. La PLC corta al [PI (4,5) P,] y
genera 2 productos: inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), y diacilglicerol (DAG). Por un lado el IP;
se va de la membrana hacia el citosol y al llegar al reticulo endoplasmico, se une a canales
y genera la liberacion del calcio almacenado en éste. El DAG, que permanece en la
membrana puede actuar de diferentes maneras, una de ellas es activando a la PKC. En las
isoformas dependientes de calcio, el incremento inicial generado por la accion del IP;
provoca el movimiento de PKC del citosol a la membrana y ahi se une al DAG y al

fosfolipido de carga negativa, fosfatidilserina (Figura 5) (Alberts et al., 2002).
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Existen 3 diferentes clases de PKC's:

(1) dependientes de calcio o PKC clasica cPKC (a, BI, BII, y)
(2) independientes de calcio o nuevas nPKC (n, €, 8 y 0)

(3) independientes de calcio y de DAG, atipicas aPKC ({ y A/l)

La proteina cinasa C estd implicada en los procesos de aprendizaje y memoria a
través de la evolucion (Nogues 1997). En invertebrados, se ha demostrado que participa en
modelos de plasticidad, como el de retraccion de la branquia en Aplysia (Kandel, Squire
2000). Se ha demostrado que PKC se transloca del citosol a la membrana después de la
sensibilizacion del la retraccion de branquia (Sacktor, Schwartz 1990).

Experimentos con animales genéticamente modificados, sugieren que algunas
isoformas de PKC son importantes para la formacién de la memoria espacial, y
estudios anteriores indican que varios sustratos se activan después de un aprendizaje
espacial (Bonini et al., 2007). Se ha reportado que la actividad de PKC es reducida en el
hipocampo en ratones que no tienen un buen desempeno en tareas espaciales (Wehner et
al., 1990). Se ha observado que la inyeccion de PMB (polymyxin B, inhibidor de PKC)
afecta el desempefio de ratas también en tareas espaciales (Nogues et al., 1996), mientras
que la inyeccion intracerebroventricular del activador de PKC, PdBu (phorbol 12, 13-

dibutyrate) mejora este tipo de memoria en ratas (Paylor et al., 1991).

PKC esta implicada en LTP dependiente del receptor NMDA y posiblemente
contribuye a incrementar la eficiencia sinaptica. (Carroll ef al., 1998). La inyeccion de PKC
en cé¢lulas de la postsinapsis incrementa la transmision sinaptica (Hu et al., 1987), mientras
que al aplicar un bloqueador de la actividad de la cinasa bloquea la inducciéon de LTP
(Malinow 1989). También se demostré6 que ratones con delecion del gen de PKCy
presentan una disminucién en el LTP.

Como se menciond anteriormente, la fosforilacion de las subunidades del receptor
NMDA es uno de los mecanismos que lo regulan. La subunidad NR1 cuenta con 2 sitios de

fosforilacion para la PKC, Ser 890 y Ser 896 (Tingley et al., 1997; Besshoh et al., 2005).
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La aplicacion de un fragmento de la PKC constitutivamente activo a cultivos de células
hipocampales genera un incremento en las corrientes evocadas del receptor NMDA (Xiong
et al., 1998). La activacion de la PKC induce la fosforilacién en tirosinas de las
subunidades NR2A y NR2B del receptor NMDA a través de la activacion de cinasas de
tirosina de la familia de SRC (Grosshans et al., 2001; MacDonald 2001)), lo cual
incrementa la conductancia del canal. La activacion de PKC genera un incremento en las
corrientes evocadas del receptor NMDA, la aplicacion de un inhibidor de cinasas de
tirosina y especificamente de cinasas SRC bloquea este efecto (Lu et al., 1999). La
activacion de PKC incrementa las corrientes evocadas del receptor NMDA y la
probabilidad de apertura del canal del receptor, y potencia las corrientes en ovocitos de
Xenopus transfectados con subunidades recombinantes del receptor (Chen 1992; Xiong
1998).

Una forma adicional en que PKC interviene en la funcionalidad el receptor NMDA es
regulando su movilidad. Se ha reportado que al aplicar TPA (12-O-tetradecanoyl-phorbol-
13-acetate, activador de PKC) incrementa la movilidad del receptor NMDA (Groc et al.,
2004). También se ha demostrado que aplicando TPA a neuronas hipocampales incrementa
la cantidad de receptores NMDA en la membrana plasmatica, mientras que en otras
condiciones PKC induce la exocitosis del receptor (Lan et al., 2001).

Tanto la proteina cinasa C como el receptor NMDA pueden ser regulados mediante su
translocacion a microdominios de membrana (lipid rafts) (Bi et al., 2001; Orito et al., 2001;

Besshoh et al., 2004; Abulrob et al., 2005)
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Lipid Rafts

Las membranas biolégicas se organizan en arreglos de lipidos y proteinas con
pequetias cantidades de carbohidratos. Estas membranas regulan la composicion del medio
intracelular, controlando el flujo de nutrientes, desechos, iones, etc, que entran y salen de
la célula (Voet-Voet 2004).

La membrana celular no es homogénea en estructura ni composicion de lipidos. Los
lipid rafts son pequefios microdominios (10-200 nm) en la membrana plasmatica con un
alto contenido de colesterol y esfingolipidos, estos sitios son de gran importancia para
muchas funciones celulares (Suzuki 2002). Son insolubles en detergentes no-idnicos y se
encuentran asociadas con receptores de manera constitutiva o al activarse se desplazan
hasta estos dominios (Suzuki 2002). Estos microdominios son ricos en colesterol y en
proteinas ancladas por glucofosfatidilinositol (Jacobson et al., 2007).

Los esfingolipidos difieren de la mayoria de los fosfolipidos bioldgicos en que
contienen largas cadenas acilo altamente saturadas. Esto les permite empacarse firmemente
unidos y formar los lipid rafts. Ademas les confiere un punto de fusion mayor al de los

fosfolipidos comunes, los cuales cuentan con cadenas acilo insaturadas (Brown 2000).

Esfingolipidos Colesterol Fosfolipidos

N @/
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Figura 6. Componentes de los microdominios de membrana
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Los lipid rafts son estructuras altamente dindmicas y no presentan una morfologia definida
(Suzuki 2002). El principio fundamental de los rafts es la separacion o concentracion de
proteinas de membrana especificas y lipidos en microdominios de la membrana celular
(Harder et al., 1998). Asi que la translocacion de proteinas hacia los microdominios de
membrana debe afectar la funcion de estas ya que el agrupar a las proteinas en los rafts
podria facilitar las interacciones entre ellas y probablemente también alterar su funcion
(Brown 2000).

Recientemente varias proteinas que se localizan en la sinapsis han sido reportadas en
estos microdominios incluyendo receptores NMDA, AMPA, GABA, acetilcolina, Trk,
moléculas como PSD-95, ErbB4, annexina II, CASK y proteinas G monoméricas y
triméricas, ademas de las cinasas de la familia SRC (Becher et al., 2001; Besshoh et al.,
2005; Guirland et al., 2004; Ma et al., 2003; Mukherjee et al., 2003; Suzuki ef al., 2001;
Zhao et al., 2004). También se ha visto que estos microdominios son abundantes en
dendritas y que son indispensables para el mantenimiento de la sinapsis y espinas
dendriticas asi como para la estabilidad de receptores en la membrana sinaptica (Hering et
al., 2003; Takebayashi et al., 2004). Se reporta también que en la densidad postsinaptica
hay regiones que se encuentran asociadas a los microdominios y regiones asociadas a la
membrana soluble (Abulrob et al., 2005; Ma et al., 2003). Estudios recientes muestran
evidencias de que estos microdominios son importantes para la sefializacion por factores de
crecimiento, moléculas de adhesion celular, guiado axonal y trafico vesicular (Guirland et
al., 2004; Tooze et al., 2001; Yanagisawa et al., 2004).

Se sabe también que PKC participa en la transduccion de sefiales en los lipid rafts. Bi
y colaboradores demostraron que al activar células T en cultivo la PKC-0 migra hacia los
lipid rafts (Bi et al., 2001). En sistema nervioso central también se ha visto la asociacion de
PKCa a los microdominios de membrana en presencia de calcio (Orito et al., 2001). En
cultivos de células granulares de cerebelo, la PKC migra a las fracciones resistentes a
detergentes (rafts) después de la aplicacion de TPA (activador de PKC) y también después
de anadir glutamato (Botto et al., 2007).

El receptor NMDA se puede mover lateralmente hacia adentro y hacia afuera del lipid
raft (Besshoh et al., 2005), lo cual potencia la sefializacién mediada por la activacion del

receptor. Se ha visto que la hiperfosforilacion del receptor NMDA que genera la isquemia y
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que contribuye la muerte neuronal, es mayor dentro de estos microdominios que fuera de

ellos.

También se demostrd que al inducir isquemia en ratas, el receptor NMDA se disocia
del raft y se transloca hacia la region de la densidad postsindptica no asociada a rafts,
posiblemente como un mecanismo para proteger a la célula (Besshoh et al., 2005). Abulrob
y colaboradores demostraron que en cultivo de células corticales la extraccion del colesterol
de la membrana mediante ciclodextrinas protege a las células de la muerte por
excitotoxicidad mientras que al agregar colesterol se recupera la muerte neuronal. Sin
embargo las ciclodextrinas no afectan la cantidad de calcio que entra por el canal del
receptor NMDA (Abulrob et al., 2005). Esto indica que la funcion del receptor cambia
dependiendo de donde estd ubicado, pero no es debido a la conductancia de calcio. La
ubicacion del receptor es muy importante ya que impide que la célula muera.

En nuestro laboratorio se ha observado que en el hipocampo el entrenamiento en la
tarea espacial del laberinto de agua induce la translocacion de las subunidades NRI1 y
NR2A del receptor NMDA y no de la subunidad NR2B hacia los microdominios de

membrana.

Aprendizaje Espacial: Laberinto de Agua

Uno de los paradigmas de aprendizaje y memoria espacial mas usado es el laberinto
acuatico de Morris o water maze. El aprendizaje espacial se clasifica como del tipo de la
memoria declarativa.

El water maze o laberinto de agua consiste en una alberca de forma circular,
aproximadamente entre 1- 2 metros de didmetro, cuyas paredes y fondo son de color negro
(Gutierrez et al., 1999). Dentro de uno de los cuadrantes del laberinto acuatico se encuentra
sumergida una plataforma de forma circular o redonda de aproximadamente 10x10 cm. La
plataforma se ubica en el centro de uno de los cuatro cuadrantes en que esta dividido el
laberinto de agua. La superficie expuesta debe ser totalmente homogénea para que el
animal solo use claves fuera del laberinto para ubicarse espacialmente y encontrar la

plataforma (McDonald ef al., 2004).
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LABERINTO ACUATICO

Figura 7. Laberinto acuatico de Morris

Esta tarea se utiliza para que el animal aprenda la ubicacion de la plataforma que esta
escondida bajo el agua en uno de los cuadrantes del water maze. La plataforma se encuentra
aproximadamente 1 cm. por debajo de la superficie (McDonald et al., 2004).

El entrenamiento consiste en 10 ensayos, en cada uno se coloca a la rata en un lugar
diferente del laberinto. En cada ensayo se le da un minuto para que encuentre la plataforma,
pasado un minuto si no encuentra el animal la plataforma se le lleva hacia ella. Se deja a la
rata durante 30 segundos en la plataforma para que pueda ubicarse, después se le coloca en
una caja de acrilico otros 30 segundos para que descanse entre cada ensayo. El objetivo de
esta tarea es que el animal aprenda y recuerde donde esta la plataforma (Nerad et al., 1996).

Utilizar esta tarea representa muchas ventajas, entre ellas que el laberinto es
homogéneo, no presenta claves locales. Esto asegura que el sujeto no pueda usar claves
intralaberinto (McDonald et al., 2004).

Un animal puede encontrar la plataforma utilizando 3 estrategias diferentes
(D’Hooge, De Deyn 2001). Puede usar una secuencia de movimientos aprendidos que lo

llevaran a la plataforma; aproximarse a la plataforma guiandose por claves proximales o
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puede llegar usando informacion de la ubicacion de la plataforma en el espacio mediante
claves distales (D’Hooge, De Deyn 2001).

Muchos estudios han examinado el papel de diferentes estructuras cerebrales en el
aprendizaje del water maze. Hasta ahora es claro que la formacion hipocampal es necesaria
para el aprendizaje espacial. La memoria espacial es un tipo de memoria declarativa en la
cual se sabe que el hipocampo participa de manera muy importante (Eichenbaum 2004;
Martin, Clark 2007; Ramos 2000). El dafio al hipocampo causa severas deficiencias en el
desempefio de los roedores en tareas espaciales, como el laberinto radial (Ramos, 2000),

laberinto de agua (Morris 1982) y laberinto T (McHugh et al., 2007).

Como se menciond anteriormente, se sabe que tanto PKC como el receptor NMDA
participan de manera importante en la formacién de la memoria espacial. Sin embargo no
se ha estudiado de qué manera interviene esta cinasa durante el proceso de plasticidad que
es requerido para la formacion de este tipo de memoria. Debido a que PKC es un factor
muy importante en la regulacion del receptor NMDA probablemente su participacion esta
relacionada con la regulacion de este receptor en el proceso de la formacion de la memoria

espacial.

Debido a que en el laboratorio ya se demostré que después de 10 ensayos en el
laberinto de agua el receptor NMDA se introduce al lipid raft en el hipocampo y en la
corteza insular, quisimos saber si la proteina cinasa C estaba implicada en la movilizacion
del receptor y si esta cinasa también se translocaba al raft como consecuencia del

aprendizaje espacial. Y de ser asi de qué manera interactia con el receptor NMDA.
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HIPOTESIS

i.  Ya que el receptor NMDA es reclutado hacia los rafts durante la adquisicion de
la tarea del water maze y PKC modula a este receptor, es posible que dicha
cinasa también se transloque a estos microdominios.

ii.  Si PKC modula al receptor NMDA en la adquisicion de la tarea espacial, la

asociacion de PKC con el receptor debe cambiar durante el entrenamiento.

OBJETIVO

1) Investigar la participacion de la proteina cinasa C en el aprendizaje espacial en
el hipocampo.

2) Determinar si en el hipocampo la PKC, al igual que el receptor NMDA, se
transloca a microdominios de membrana después del entrenamiento en el
laberinto acuatico.

3) Analizar si la asociacion de receptor NMDA y PKC cambia después de la
adquisicion de la tarea.

4) Determinar si existe cambio en la fosforilacion de las subunidades del receptor

NMDA (NR2B pY 1472, NR2A pY total) después del entrenamiento.



METODOLOGIA

Entrenamiento

El entrenamiento se realizd en un laberinto acuatico que consiste de un tanque
circular de 1.5m de didmetro y 1.0m de altura, con fondo y paredes negras, con una
plataforma oscura localizada en una posicion fija y sumergida 1 cm. El tanque esta
localizado en un cuarto iluminado con poca luz y rodeado por varias claves espaciales.
El entrenamiento consta de 10 ensayos. En cada ensayo el animal es introducido en el
tanque en una de 10 posiciones preestablecidas azarosamente, se le permite nadar por un
maximo de 60s hasta que localice la plataforma, donde permanece por 30s. Si el animal
no encuentra la plataforma en el limite de tiempo se le conduce hacia ella con la mano.
Después de los 30s en la plataforma, el animal descansa por 30s en una caja fuera del
laberinto, antes del siguiente ensayo. Se mide en cada ensayo el tiempo en que la rata
llega a la plataforma (latencia) mediante un sistema computarizado (Chromotrack 3, San
Diego Instruments). Ademas de las ratas entrenadas se utiliza un grupo de ratas
controles de nado, estas ratas fueron introducidas en 10 ocasiones al laberinto acuatico
sin la plataforma, en donde nadaron en cada ensayo el mismo tiempo promedio que las

ratas entrenadas.

Aislamiento de microdominios de membrana

Muestras de tejido del hipocampo dorsal de ratas entrenadas y controles de nado
sacrificadas inmediatamente después del entrenamiento fueron lisadas con un sonicador
(Branson Sonifier) en buffer de lisis (Triton 1%, NaCl 150mM, 25mM Tris-HCI1 pH 7.5,
tableta de inhibidores de proteasas (Complete, Roche), S0mM NaF, 10mM NaP,05,
ImM Ortovanadato de Na). Las muestras se centrifugaron a 1000 x g durante 10
minutos a 4°C. Se desecha el pelet (nicleos y restos celulares). Se cuantificaron las
proteinas de las muestras mediante el método de Lowry (Bio-Rad Dc Protein Assay;
Catalog: 500-0113, 0114,0115). Las muestras con la misma cantidad de proteinas
fueron centrifugadas a 15 000 x g a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante se desechd
y el pelet se resuspende en 0.5 mL del mismo buffer de lisis. Se mezclé con 1 mL de
sacarosa 2M en buffer con NaCl 150mM, 25mM Tris-HCl pH 7.5, tableta de
inhibidores de proteasas. Se afiadid6 2 mL de sacarosa 1M y posteriormente 1.5 mL de
sacarosa 0.2 M. Una vez hecho el gradiente se centrifuga durante 18 horas, 200 000 x g.

Después de la centrifugacion se extraen 5 fracciones de 1 mL y el pelet es resuspendido



en 0.5 mL de buffer de lisis. La interfase entre 0.2M y 1.M (fracciéon 2) es donde se
encuentran los microdominios de membrana. Igual volimen de cada fraccion se

cargaron en un Western Blot.

Inmunoprecipitacion

Las muestras fueron homogenizadas en buffer de lisis (Tris-HCl 50mM, NaCl
150mM, Nonidet P40 1% o Triton 1%, Ortovanadato de Sodio 10mM, Fluoruro de
Sodio 25mM, inhibidores de proteasas Roche, pH 7.5). Todos los procedimientos se
realizaron a 4°C. Se centrifugd a 1500 x g por 5 minutos para retirar nucleos y restos
celulares grandes. Se midi6 la concentracion de proteinas mediante ensayo de Lowry.
(Bio-Rad Dc Protein Assay;Catalog: 500-0113,0114,0115). Las subunidades NR2A o
NR2B se inmunoprecipitaron a partir de 2 a 3 mg de proteina con 12l de anticuerpo
monoclonal especifico para NR2A o NR2B (1:500 Santa Cruz Biotech. Inc. sc-1468 y
sc-1469 respectivamente) en 0.5ml de buffer de lisis, se incub6d toda la noche
posteriormente se agregd 30Ul de proteina G-agarosa (Roche) ,y se incub6 a 4°C en
agitacion constante durante 2 horas, después se centrifugd por 2 minutos a 1500 x g. El
pelet se lavo 2 veces con 300 pl de buffer de lisis, 2 veces mds con buffer de alta
concentracion de sales (Tris-HCI 50mM, NaCl 150mM, Nonidet P40 0.1% o Tritoén
0.1%, pH 7.5) y para retirar las sales se realizo un lavado con Tris-HC] 50mM pH 7.5,
Nonidet P40 0.1% o Triton 0.1%. Las centrifugaciones entre cada lavado se realizaron a
1500 x g. Después de estos lavados se centrifugd a 5000 x g durante 3 minutos, se retird
el sobrenadante y el pelet fue resuspendido en 20l de buffer Laemmli con 10% de (3-
mercapto-etanol. Se hirvieron las muestras durante 5 minutos y se centrifugan a
temperatura ambiente a 2000 x g durante 3 minutos. Las muestras fueron probadas en

un Western Blot.



Western Blot
Veinte pg de proteina de lisado de hipocampo al igual que las muestras de los

gradientes y de la inmunoprecipitacion fueron mezcladas con buffer Leammli 1:1 y
hervidas durante 5 minutos. Posteriormente fueron cargadas en un gel 7.5% SDS-
poliacrilamida (SDS page). La electroforesis se llevo a cabo a 110V durante una hora y
media. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (BioRad) a 25 V por 50
minutos. El buffer de transferencia esta compuesto de 25mM Tris, 192 mM glicina,
0.1% SDS y 20% (vol/vol) de metanol. La membrana resultante de la transferencia se
incubd toda la noche en buffer TBS-T (Tris 10mM, NaCl 0.9%, Tween 20 0.1% pH
7.5) con 5% de BSA. Para detectar PKC, las membranas de PVDF fueron incubadas
por 24 horas a 4°C con anticuerpo monoclonal Anti-Proteina Cinasa C hecho en ratoén
(1:60000; SIGMA P5702-.2ML) o policlonal Anti-Proteina Cinasa C hecho en conejo
(1:300; Santa Cruz Biotech. Inc. sc10800).

Para detectar las subunidades del receptor NMDA, las membranas de PVDF fueron
incubadas 24 horas a 4°C con: anticuerpo anti NR2A y anti NR2B policlonales hechos
en cabra (1:500; Santa Cruz Biotech. Inc. sc1467 y sc1469 respectivamente); Anti
NR2B fosfotirosina 1472 hecho en conejo (1:1000; Sigma M2442); Anti fosfotirosinas
monoclonal hecho en ratén (1:500; Sigma P-3300).

Las membrana se lavaron durante 5 minutos 4 veces en TBS-T, y se incubaron por una
hora con anticuerpo conjugado a peroxidasa de rabano (Anti raton hecho en cabra IgG
Zimed 626620; Anti cabra hecho en burro IgG Sigma A3415; Anti conejo hecho en
raton IgG Sigma A2074). Las membranas se lavaron 4 veces por 5 minutos con TBS-T
y 2 veces con TBS. Después la membrana se incubd con sustrato quimioluminicente
HRP (Immobilon"™Wester,Millipore) y se expuso en placas radiograficas. La
inmunorectividad se cuantifico densitométricamente con el software Imagel
1.31V,Wayne Rasband,National Institutes of Health, USA. Los controles negativos se
hicieron sin agregar los anticuerpos primarios.

A las membranas que se les quitd el anticuerpo para posteriormente incubarla contra
otro anticuerpo, se lavaron 2 veces durante 20 minutos a 37°C en buffer de elucion Tris
62.5 mM, 2% SDS, B-mercaptoetanol 100 mM), se lavaron 5 veces con TBS-T, se
bloquean con con BSA 5% durante media hora y se incubd con el anticuerpo

correspondiente.



RESULTADOS

Translocacion de PKC a microdominios de membrana

Para analizar si el entrenamiento en el laberinto acudtico induce el reclutamiento
de PKC a los microdominios lipidicos de membrana, se utilizaron 2 grupos de ratas, el
grupo control y el entrenado. Las ratas pertenecientes al grupo entrenado fueron
sometidas a 10 ensayos en el laberinto acudtico de Morris. Las ratas del grupo control
nadaron 10 ensayos aproximadamente el mismo tiempo que en promedio nadan las ratas
entrenadas en el mismo tanque pero sin plataforma ni claves espaciales. Inmediatamente
después de concluido el entrenamiento o el nado en el laberinto acuatico, las ratas de
ambos grupos fueron sacrificadas y se aislé6 una muestra de hipocampo dorsal. Para
aislar los microdominios se utiliz6 un gradiente de sacarosa. Se obtuvieron 5 fracciones
de 1 mL y el pellet. Volimenes iguales de cada fraccion fueron analizadas mediante un
Western Blot. Como se muestra en la figura 8, la fraccion 2 se encuentra altamente
enriquecida en flotilina-1, la cual es una proteina que se localiza casi exclusivamente en
estos microdominios, por lo cual la fraccion 2 corresponde a los microdominios y la
fraccion 5 a la parte mas densa insoluble en triton X-100.

Los resultados mostraron que efectivamente la PKC se transloca a los lipid rafts
después del entrenamiento en el laberinto acuatico (Figura 9), pues hay un incremento

significativo entre el grupo entrenado y el control de nado.

—— Flotilina
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Lipid Rafts

Figura 8. Los microdominios (lipid rafts) se localizan en la fraccion 2 del gradiente. Inmunoblot para

detectar Flotilina-1 (marcador de lipid rafts) en todas las fracciones del gradiente de sacarosa.
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Figura 9. PKC se transloca al lipid rafts después del aprendizaje espacial. A) Inmunoblot representativo
mediante los cuales se analizaron las fracciones del gradiente, se muestran la marcas correspondientes
a PKC y actina f = fraccion ¢ = control e = entrenado. B) Analisis densitométrico de las bandas
correspondientes a PKC en las fracciones 2 y blot representativo de PKC y Actina. Todos los resultados
son expresados como promedio =+ error estandar (n = 4, *p =0.021).

Por otro lado en la fraccién 4 no hubo diferencia significativa en la cantidad de PKC
entre animales controles y entrenados (Figura 10). Mientras que la fraccion 5 también
mostrd un incremento en el grupo entrenado con respecto al control. Sin embargo, este

incremento es menor comparado al que ocurre en la fraccion 2 (Figura 10B).
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Figura 10. Incremento de PKC en la fraccion 5. Analisis densitométrico de la marca correspondiente a
PKC en la fraccion 4 (A) y en la fraccion 5 (B) e inmunoblot representativo de la las fracciones
respectivas del gradiente de sacarosa. Solo se observan incremento significativo en la fraccion 5 en el
grupo entrenado con respecto al control. Todos los resultados son expresados como promedio + error
estandar (n =4, *p = 0.04).

Como control de carga, para demostrar que no hay cambios en la cantidad de proteina,
las membranas fueron incubadas también contra actina, sin embargo esto no pudo ser
realizado en todos los experimentos (Figura 11A).

También se analizo la cantidad total de PKC en muestras de lisado de hipocampo de

ambos grupos y se comprobo que no hay cambios (Figura 11).
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Figura 11. La cantidad total de PKC no cambia. Andlisis densitométrico e inmunoblot representativo
mediante los cuales se analiz6 la cantidad total de PKC. Todos los resultados son expresados como




Inmunoprecipitacion del receptor NMDA con PKC

Para determinar si el aprendizaje espacial cambia la asociacion de PKC con el
receptor NMDA, se inmunoprecipitaron las subunidades NR2A y NR2B en muestras de
hipocampo dorsal y mediante Western Blot se analiz la cantidad de PKC que se
coprecipita con dichas subunidades en ratas controles y entrenadas. Debido a que PKC
regula la fosforilacion en tirosinas del receptor NMDA, se estudi6 el cambio en la
fosforilacion en las tirosinas de la subunidad NR2A, y la fosforilacion en la tirosina
1472 de la subunidad NR2B.

La inmunoprecipitacion de NR2A mostré que la PKC se encuentra mas asociada a
dicha subunidad en el grupo control (Figura 12A). En la fosforilacion en tirosinas no se

observaron cambios entre el grupo control y el grupo entrenado (Figura 12B).
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Figura 12. Asociacion de PKC con las subunidades NR2A y fosforilacion de NR2A. A) Analisis
densitométrico e inmunoblot representativo donde se analiz6 la co-inmunoprecipitacion de PKC con
la subunidades NR2A. Los resultados son expresados como la inmunorreactividad de PKC / NR2A.
B) Analisis densitométrico e inmunoblot representativo donde se analiz6 la forforilacion en tirosinas
de la subunidad NR2A. Los resultados son expresados como inmunoreactividad de la fosforilacion de
NR2A / NR2A. Todos los resultados son expresados como promedio =+ error estandar (grupo control
n=11, grupo entrenado n=10, **p = 0.004)




La subunidad NR2B no muestra cambios significativos en su asociaciéon con PKC
(Figura 13B). Aunque se ve una tendencia a aumentar en el grupo entrenado. En el
laboratorio ya se habia realizado inmunoprecipitacion de la subunidad NR2B y se
demostré que la fosforilacion en tirosinas totales no cambia en los grupos control y
entrenado. Sin embargo, debido a que resultados del laboratorio mostraron un
incremento de la fosforilacion en la tirosina 1472 en corteza insular, y a que se ha
reportado que es muy importante en la regulacion del receptor NMDA (Nakazawa et al.,
2002), se analizd si habia cambios en la fosforilacion especifica de este residuo de
tirosina entre los 2 grupos. No se observaron cambios en la fosforilacion en la tirosina

1472 entre el grupo control y el grupo entrenado (Figura 13B).
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Figura 13. Asociacion de PKC con las subunidades NR2B y fosforilacion de la tirosina 1472 de NR2B.
A) Analisis densitométrico e inmunoblot representativo donde se analizo la co-inmunoprecipitacion de
PKC con la subunidades NR2B. Los resultados son expresados como la inmunorreactividad de PKC /
NR2B. B) Analisis densitométrico e inmunoblot representativo donde se analizo la forforilacion en la
tirosina 1472 de la subunidad NR2B (PY 1472). Los resultados son expresados como inmunoreactividad
de PY1472 / NR2B. Todos los resultados son expresados como promedio + error estandar (grupo
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Figura 14. Cantidad total de NR2A y NR2B no cambia con el entrenamiento. Analisis densitométrico y
blot representativo contra (A) NR2A (Control: n = 3, Entrenado: n = 2) y (B) NR2B (n = 7). Todos los
resultados son expresados como promedio + error estandar.




DISCUSION

Los lipid rafts participan en diferentes vias de sefnalizacion; como la transduccion
de senales de factores de crecimiento, guiado axonal, trafico vesicular y proteolisis
asociada a la membrana (Tsui-Pierchala et al., 2002). Los resultados obtenidos sugieren
que el movimiento de proteinas como el receptor NMDA y la PKC hacia los
microdominios de membrana pudiera ser uno de los primeros eventos que se llevan a
cabo en el hipocampo cuando un animal, en este caso la rata aprende una tarea espacial.

Los resultados muestran que PKC se transloca a los microdominios de membrana
en el hipocampo después del entrenamiento en el laberinto acuético, igual que las
subunidades NR1 y NR2A. EI receptor NMDA se encuentra altamente regulado, y
como ya se menciond uno de sus mecanismos de regulacion es su entrada al lipid raft
(Besshoh et al., 2005; Abulrob et al.,2005). Estos reportes proponen que el receptor se
introduce al lipid raft para hacer mas eficiente la senalizacion. Debido a que la PKC es
capaz de fosforilar al receptor NMDA, tiene sentido que esta proteina se transloque a
los microdominios de membrana al igual que el receptor, pues ya se ha reportado que
PKC se asocia a estos microdominios de manera dependiente de su activacion (Orito et
al.,2001).

Los resultados muestran que la cantidad de PKC en la fraccion 5 del gradiente
de sacarosa, también cambia después del entrenamiento en el laberinto acudtico. Se
observa un incremento en la cantidad de PKC en el grupo entrenado. Se ha reportado
que la PKC se asocia a microtubulos y microfilamentos de actina después de su
activacion (Nakhost et al., 2002). Es posible que este incremento pueda deberse a un
aumento de la asociacion de PKC con el citoesqueleto, ya que el citoesqueleto tampoco
es soluble en detergentes no idnicos como el Triton X-100, y por su densidad éste se

encuentra en la fraccion 5 (en este protocolo) al aislar los microdominios.

Los resultados de la inmunoprecipitacion del receptor muestran que la PKC se
encuentra mas asociada a los receptores que contienen la subunidad NR2A en las ratas
control. Se ha reportado que la PKC puede potenciar al receptor de diversas formas
(Xiong et al., 1998; Grosshans et al., 2001; Chen, 1992; Lan et al., 2001), sin embargo
también existen evidencias de que la proteina cinasa C puede regular negativamente al
receptor NMDA fosforilando directamente a NR1 en serinas especificas (Markram,

Segal, 1991; Tingley et al., 1997). Markham y Segal reportaron que al aplicar el



activador de PKC, OAG (1-oleoyl-2acetyl glycerol) en neuronas hipocampales de CAl
disminuye la amplitud de la respuesta al NMDA activo (Markram, Segal 1991). Tingley
y colaboradores demostraron en rebanadas de hipocampo que en condiciones basales la
serina 890 de la subunidad NR1 del receptor NMDA, estd més fosforilada que la serina
896 (Tingley et al., 1997), esto sugiere hay una participaciéon diferencial de estos
residuos. Los receptores NMDA pueden formar agrupaciones (clusters) en la membrana
plasmatica (O Brien ef al., 1998). La fosforilaciéon de la serina 890 de NR1 genera la
desagrupacion de estos receptores mientras que la fosforilacion del residuo de serina

897 no tiene efecto en la desagrupacion (Tingley et al., 1997).

Probablemente la diferencia entre los resultados que indican que la PKC
potencia o inhibe al receptor se deban a las diferentes isoformas que existen de dicha
cinasa. Se cree que la especificad de accion de cada isoforma de PKC es debido a su
translocacion a sitios particulares y su interaccion con diferentes proteinas. (Sanchez-
Pérez, Felipo 2005).

Se ha reportado que los sitios de fosforilacion de PKC en la subunidad NR1 no
son fosforilados por las mismas isoformas de PKC (Sanchez-Pérez, Felipo 2005).
Estudios realizados en cultivos de células cerebelares demostraron que la PKCa
fosforila preferencialmente la serina 896, mientras que la PKCy la serina 890 de la

subunidad NR1 del receptor NMDA (Sanchez-Pérez, Felipo, 2005).

Estos resultados sugieren que el decremento en la asociacion entre la PKC y el
receptor NMDA (NR1-NR2A) se debe a que el entrenamiento genera la liberacion de
glutamato, esto activa a receptores glutamatérgicos incluyendo al NMDA. La PKCy se
disocia del receptor, y asi la serina 890 queda desfosforilada y el receptor puede
moverse a otras regiones de la membrana, quizé a los lipid rafts. En nuestro laboratorio
ya se ha visto que después del entrenamiento la subunidades del receptor NMDA, NR1
y NR2A se translocan a los lipid rafts. Por lo que se menciond anteriormente, la
isoforma de PKC que migra a los microdominios y la disocia del receptor podrian ser
diferentes. Es posible que PKCy, se libere del receptor para permitir su movimiento y
que PKCa se introduzca al raft para hacer mas eficiente la sefalizacion durante el

proceso de adquisicion de la tarea, ya que se ha reportado que PKCa es introduce al raft



de manera dependiente de calcio (Orito et al., 2001). Ambas isoformas estan presentes

en el hipocampo (Saito, Shirai 2002).

Por otro lado los resultados muestran que la regulaciéon que ejerce PKC en los
receptores NMDA no es sobre la fosforilacion en residuos de tirosina de las
subunidades 2A y 2B. Existen evidencias de que PKC puede inducir la fosforilacion de
las subunidades NR2A y NR2B mediante cinasas de la familia de SRC (Grosshans,
Browning 2001, MacDonald ef al., 2001), pero los resultados sugieren que en esta tarea
no ocurre asi. Estos resultados concuerdan con lo que ya se ha reportado en otras tareas
espaciales, la fosforilacion en tirosinas del receptor NMDA no cambia hasta después de
8 dias de entrenamiento (Mizuno et al., 2003).

Los ensayos de inmunoprecipitacion de NR2A o NR2B permite la precipitacion
de todo el complejo del receptor NMDA, lo que permite detectar la subunidad NR1. Sin
embargo en experimentos posteriores se realizard la inmunoprecipitacion de la
subunidad NR1 de manera especifica y ver su asociacion con las diferentes isoformas de
PKC.

A futuro también seria interesante realizar experimentos para comprobar que
isoforma o isoformas de PKC son las que migran al raft después del entrenamiento en el
water maze y cudles son las que se disocian del receptor NMDA. También seria
necesario disefiar un protocolo para inmunoprecipitar al receptor NMDA que se
encuentra en los microdominios, de esta forma seria posible analizar los cambios en la
asociacion del receptor con PKC dentro del lipid raft y fuera de él.

También faltaria hacer la inmunoprecipitacion de la subunidad NR1 y ver su

asociacion con las diferentes isoformas de PKC.
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Figura 15. Modelo de la participacion de PKC en el aprendizaje espacial en el hipocampo. El
entrenamiento genera la liberacion de glutamato, la membrana se despolariza y el neurotransmisor se une
al receptor NMDA. PKCy se separa del receptor y éste migra al lipid raft, el calcio intracelular aumenta y
PKCua se transloca al lipid raft para hacer mas eficiente la sefializacion del receptor NMDA o de alguna
otra proteina. Lo cual probablemente active cascadas que lleven a la formacion de la memoria.




CONCLUSIONES

Durante el aprendizaje del laberinto acudtico en ratas, la proteina cinasa C se
mueve hacia los microdominios de membrana conocidos como “lipid rafts”.

La asociacion de PKC con el receptor NMDA depende entre otras cosas de
cuales son las subunidades del receptor NMDA que lo componen. En este caso vimos
que la asociacion de PKC con el receptor es diferente en las subunidades NR2A y
NR2B. La asociacion de PKC con los receptores que presentan la subunidad NR2A
cambia con el entrenamiento, mientras que su asociacidbn con receptores con
subunidades NR2B permanece igual.

No detectamos cambios en la fosforilacion en tirosinas del receptor NMDA lo
cual sugiere que PKC no esta regulando esta fosforilacion durante el aprendizaje de esta

tarea.



TABLA DE ABREVIATURAS

AMPc
ATP
PKA
PKC
CA
LTP
AMPA
NMDA
Na"
Ca2"
72"
AP5
GDP
GTP
PLCP
[PI(4,5)P]
IP3
DAG
PMA
PMB
TPA
OAG
PdBu

Adenosin monofosfato ciclico
Adenosin Trifosfato
Proteina Cinasa A
Proteina Cinasa C
Cuerno de Amén
Potenciacion a largo plazo
a-amino-3-hydoxy-5-methyl-4-isoxazole-propionate
N-methyl-D-aspartate
Sodio
Calcio
Zinc
2-amino-5-phosphonopentanoate
Guanosin difosfato
Guanosin trifosfato
Fosfolipasa C-3
Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
Inositol 1,4,5-trifosfato
Diacilglicerol
Phorbol 12-myristate 13- acetate
Polymyxin B
12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate
1-oleoyl-2-acetyl glycerol
Phorbol 12, 13-dibutyrate
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