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INTRODUCCION

La memoria es esencial para muchos de los aspectos que utilizamos a diario, nos
permite recordar cualquier evento que nos ha ocurrido. Si intentamos recordar lo
que desayunamos hoy, como llegar al trabajo o a la casa, o como andar en bicicleta,
hacemos uso de la memoria. Es decir, se trata de informacién que el cerebro recibe,
procesa y almacena para después poder utilizarla cuando se necesite. Pensemos en
el primer dia de clases o en la fiesta de cumpleanos del afio pasado, esos son algunos

ejemplos de acontecimientos almacenados en nuestra memoria.

Desde hace mucho tiempo, filésofos y cientificos se preguntaban en que parte del
cuerpo humano se almacenan las experiencias, los hechos y las habilidades.
Inicialmente, se pensé que las representaciones internas y las memorias eran
atribuidas a o6rganos como el corazén o el rinén. No es hasta la época medieval
cuando se comienza a apreciar que los procesos mentales, incluyendo la memoria,
deben ser representados en el cerebro. Ya en el siglo XX, es Lashley quien adopta el
término “engrama” para tratar de describir el lugar y el mecanismo de
almacenamiento de la informacién en el sistema nervioso central. Con ello, se

comienza ha estudiar e identificar las bases de la memoria en el cerebro (Hubener y

Bonhoeffer, 2010).

Tiempo después, diversos investigadores continuaron esta linea intentando
encontrar y entender como se forma y almacena la memoria, Cajal fue el primero en
proponer que los sitios de contacto entre neuronas (sinapsis) podrian jugar un papel
importante en el almacenamiento de la memoria. Posteriormente, la propuesta
especifica de Donald Hebb ("sinapsis hebbiana") sobre un mecanismo sinaptico que
pudiera explicar como la informacién puede ser almacenada en el cerebro (Hebb,
1949) fue una de las mas importantes contribuciones hechas al estudio de la

memoria (Hubener y Bonhoeffer, 2010).



Tomando en cuenta estas ideas, mas su estudio en modelos animales y en pacientes
con lesiones cerebrales, permitieron identificar regiones cerebrales relevantes para

los procesos de aprendizaje y memoria (Squire et al., 2001).

Durante el avance de la investigacién sobre los mecanismos biolégicos que subyacen
el aprendizaje y la memoria, se han abierto algunas oportunidades para el
descubrimiento de tratamientos farmacolégicos utiles para desordenes o dafos
cognitivos (Roesler y Schroder, 2011). Al estudiar las bases neurobioldgicas de la
memoria se ha llegado a la identificacion de diferentes candidatos moleculares y
magquinarias celulares claves para la formacion de la memoria que pueden ser
utilizados como blanco para el tratamiento de distintas enfermedades cognitivas que
van desde el retraso mental hasta la apariciéon de enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer (Nelson y Turrigiano, 2008). Por lo tanto, el entender como se
llevan a cabo los distintos procesos celulares y como son traducidos en cambios
permanentes a largo plazo en la conectividad sinaptica es uno de los mas

importantes retos que existe en la neurociencia basica.

APRENDIZAJE Y MEMORIA

El aprendizaje es la adquisiciéon de informacién acerca de un evento ocurrido que
permite a los organismos interactuar con el medio de un modo mas eficaz. Para que
esta informacion pueda ser utilizada en cualquier momento, los organismos han
desarrollado la habilidad de poder almacenar y mantener esta informacién a lo largo

del tiempo, a este proceso se le ha llamado memoria (Kandel et al., 2000).

Para tratar de entender como se lleva a cabo el almacenamiento y formacion de la
memoria, su estudio se ha dividido en distintas fases, de esta manera se ha definido
que en la fase de adquisicion se realiza la entrada de informacién al sistema, y el
estimulo ambiental es reconocido como nuevo o familiar, este proceso contintia con la

consolidacion durante la cual la informacién pasa a un cédigo cerebral que la



almacenara y asi podra permanecer a largo plazo. Dudai ha definido ha esta fase
como una estabilizacién progresiva post-adquisitiva de la informaciéon. Por dltimo,
tenemos la fase de recuperacion o evocaciéon de la informacién la cual consiste en

emplear la informacién que fue adquirida (Dudai, 2004; Kandel et al., 2000).

MEMORIA DE RECONOCIMIENTO GUSTATIVO

Existen diferentes categorias de memoria dependiendo del tipo de informacién que
se esta codificando y almacenando. Una de estas categorias se refiere a la memoria
de reconocimiento, que permite discriminar entre algo nuevo o familiar, o bien,
permite percibir la familiaridad de las cosas que previamente se han experimentado.
En el caso de la comida, una de las habilidades mas importantes que los animales
han desarrollado a lo largo del tiempo es la memoria de reconocimiento gustativo, ya
que es esencial para distinguir recursos que aportan ciertos nutrientes o evitar los

que pueden involucrar toxinas (Bermudez-Rattoni, 2004).

El sentido del gusto en humanos es principalmente usado para mejorar el placer
hedodnico de la comida, ya sea recordando el sabor amargo del café por la manana o
quizas el sabor salado de unas papas fritas en la comida. El sistema gustativo
confiere a los animales la habilidad de poder detectar caracteristicas quimicas al
contacto con los recursos, distinguir entre lo apetecible y lo no apetecible, y poder
experimentar sabores agradables y evitar ciertas toxinas. Mientras que otros
sistemas como el olfatorio y la visiéon participan en el reconocimiento de recursos
nutritivos para el organismo, el sistema gustativo es quién al final acepta cierta
comida o genera conductas que eviten la interaccién con ciertas toxinas, permitiendo

asi la sobrevivencia del organismo (Scott, 2005).

La exposicion a una sustancia comestible por primera vez puede afectar su
subsecuente ingesta, es decir, al ingerir una pequena cantidad de alimento por

primera vez, su posterior ingesta puede aumentar o disminuir dependiendo de sus



consecuencias gastricas (Bermudez-Rattoni, 2004). En condiciones de laboratorio,
cuando a un animal se le presenta un sabor por primera vez, éste duda en ingerirlo
mostrando un consumo reducido (a lo que llamamos neofobia). Ahora bien, si
después de apreciar el sabor no se presentan consecuencias negativas, este estimulo
gustativo sera reconocido como seguro y en las subsecuentes presentaciones se
incrementara su consumo, presentandose asi un fendémeno de atenuacién de la
neofobia (AN) (Domjan, 1977; Bermudez-Rattoni, 2004). Por el contrario, si el sabor
presentado por primera vez es asociado a consecuencias negativas, por ejemplo
malestar gastrico (inducido por la inyeccién intraperitoneal de LiCl), el estimulo
sera reconocido como aversivo y en una segunda presentacion del sabor el animal lo
rechazara mostrando una aversioén prolongada hacia él. Esta forma de memoria de
reconocimiento es conocida como condicionamiento de aversion al sabor (CAS), en el
cual el sabor es el estimulo condicionado (EC) y la induccién del malestar gastrico el
estimulo incondicionado (EI) (Garcia et al., 1955; Bermudez-Rattoni, 2004, ver

figura 1).
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Fig. 1. Dos distintos tipos de memoria, el consumo de agua se representa como el 100% de consumo,
la AN representa el aprendizaje de un estimulo gustativo seguro (linea negra) y el CAS representa el
aprendizaje de un estimulo gustativo asociada a aversion (linea gris). La primera vez que se presenta
el sabor representa la adquisicion del estimulo y sus subsecuentes presentaciones (pruebas)
representan la formacion de una memoria segura o asociada a aversién dependiendo de las

consecuencias gastricas (Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).



El reconocimiento del sabor comienza en la lengua, donde las células gustativas
(papilas) detectan las caracteristicas quimicas (Lindemann, 1996; Margolskee,
2002). Las células gustativas en mamiferos no son neuronas y no envian
proyecciones axonales al cerebro. En cambio, ellas generan potenciales de accion y
liberaciéon de neurotransmisores en respuesta a las caracteristicas quimicas del
sabor, y su actividad es transmitida hacia las neuronas que inervan las papilas
gustativas. La inervacion de las papilas gustativas se lleva acabo por las fibras
sensoriales de tres nervios craneales que son, facial (VII), glosofaringeo (IX) y vago
(X) (Scott, 2005). Los tres nervios envian la informaciéon gustativa hacia la parte
rostral del nucleo del tracto solitario (NTS). A partir del NTS sus neuronas
proyectan hacia el nucleo parabraquial posteromedial (PBN) en su subntcleo
dorsolateral, desde ahi hacia el hipotalamo lateral, a la amigdala central (CEA) y
basolateral (BLA) y a la parte parvocelular del nicleo posteromedial ventral del
talamo (VPM), y del VPM hacia la corteza insular gustativa (CI), particularmente en
su regiéon agranular (Bermudez-Rattoni, 2004). En el caso de que un estimulo
incondicionado o visceral sea asociado, su procesamiento inicia en la parte caudal
del NTS al recibir proyecciones tanto de las ramas hepaticas del nervio vago, que
son sensibles a irritacion gastrica, como del area postrema que es sensible a toxinas
que pueden estar presentes en la sangre. Las proyecciones del NTS llegan a la parte
lateral del ntucleo parabraquial, a la CEA y al nucleo hipotalamico paraventicular,
también de la porcion lateral del ntcleo parabraquial surgen proyecciones a la parte
ventral posterolateral del talamo (VPL), que junto con la CEA presenta eferencias
hacia la CI en su porcion caudodorsal (Bermudez-Rattoni, 2004; Scott, 2005, ver

figura 2).
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Fig. 2. Esquema de las principales vias cerebrales que procesan el estimulo visceral y el estimulo
gustativo. Amigdala (AMY); area postrema (AP); amigdala basolateral (BLA); amigdala central
(CEA); estimulo condicionado (EC); estimulo incondicionado (EI); subnucleo dorsolateral (dls);
subnucleo exterolateral (els); corteza insular (CI); nucleo basal magnocelular (NBM); nucleo del
tracto solitario (NTS); nucleo parabraquial (PBN); nucleo posterolateral ventral del talamo (VPL);
nucleo posteromedial ventral del talamo (VPM). Las lineas continuas representan proyecciones que
se conoce llevan la informaciéon gustativa o visceral. Las lineas punteadas representan proyecciones
que se sabe estan involucradas en el CAS pero la naturaleza de la informacion sensorial es

desconocida (Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).

CORTEZA INSULAR Y AMIGDALA

Durante décadas de investigacion se ha llegado a la idea de que diferentes tipos de
memoria requieren de diferentes areas cerebrales para su codificaciéon y
almacenamiento. Por ejemplo, es ampliamente aceptado que la CI es requerida para
memorias de reconocimiento gustativo (Yamamoto et al., 1994; Accolla et al., 2007),
el hipocampo es clave para el almacenamiento de informacién contextual (Best et al.,
2001), mientras que la amigdala (AMY) se requiere para memorias que contienen
componentes emocionales, tales como el condicionamiento al miedo (Phelps y

LeDoux, 2005).

En el caso de la CI, esta es un area multimodal que responde tanto a estimulos
gustativos como a estimulos mecanicos, térmicos, viscerales y nociceptivos
(Hanamori et al., 1998). Esta estructura se ha diferenciado citoarquitecténicamente

en tres areas: granular, disgranular y agranular (Ogawa et al., 1990). Dentro de la



CI se localiza la corteza gustativa, especificamente en el area disgranular (Ogawa et
al., 1990; Kosar et al., 1986). Esta region cortical es la encargada de responder a
estimulos gustativos, se localiza dorsalmente al surco rinal, aproximadamente en la
interseccién de la vena rinal (rhv) con la arteria cerebral media (mca) (Kosar et al.,

1986, ver figura 3).
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Fig. 3. (A) Localizacién de la corteza gustativa (GC) dentro de la corteza insular de rata en la
interseccién de la vena rinal (rhv) y la arteria cerebral media (mca) (Modificado de Accolla et al.,
2007). (B) Corte coronal indicando las distintas regiones de la corteza insular, regién granular (GI),

disgranular (DI) y agranular (AI) (Modificado de Ogawa et al., 2000).

La corteza gustativa ha sido implicada en la adquisicién, consolidacién y retencién
de la memoria gustativa (Rosenblum et al. 1995; Yamamoto et al. 1994). Se ha
reportado en ratas que mediante la exposicion a un sabor nuevo, se liberan
diferentes neurotransmisores y se activan diversas cascadas de senalizacién
intracelular en esta corteza gustativa, siendo necesarios estos eventos para la
codificacién y almacenamiento de la memoria gustativa a largo plazo (Berman et al.
2000; Ferreira et al. 2002; Gutiérrez et al. 1999; Rosenblum et al. 1997). Ademas, se
ha observado que ablaciones (Braun et al., 1972), lesiones excitotéxicas (Bermudez-
Rattoni y McGaugh, 1991), inactivacién temporal (Buresova y Bures, 1973; Gallo et

al., 1992), e inhibicién de la sintesis de proteinas en esta estructura (Naor y Dudai,



1996; Rodriguez-Ortiz et al., 2005) bloquean el aprendizaje del CAS e impiden que la
memoria pueda almacenarse. La corteza gustativa presenta densas fibras que se
conectan con estructuras subcorticales. Una de ellas es la AMY, la cual recibe
aferencias de esta corteza (Yamamoto et al., 1984). Estas conexiones corticales que
llegan a neuronas que responden al estimulo gustativo en la AMY pueden procesar
la informacién junto con la corteza gustativa para poder almacenar la memoria

(Yamamoto, 1984).

Ahora bien, la AMY forma parte del 16bulo temporal medial y es anatémicamente
compleja (Price, 2003) ya que consiste de 13 ntucleos que a su vez se subdividen en
dos o mas subntcleos (McDonald, 1997; Sah et al., 2003). Estos ntcleos y subntcleos
se distinguen en base a las conexiones que realizan entre ellos, a su histoquimica y
citoarquitectura. Comunmente se dividen en 3 grupos: el grupo basolateral, el grupo
tipo-cortical y el grupo centromedial (Sah et al., 2003) como se puede observar en la
figura 4. El significado funcional de cada grupo ha sido evaluado mediante
protocolos que inducen déficit en distintas tareas conductuales (Yamamoto et al,
1994). Por ejemplo, el nicleo central de la amigdala (CEA) es importante en el
condicionamiento de tareas de prevencién pasiva (Rassouli et al., 2010) y necesario
para que se forme el CAS (De la Cruz et al., 2008; Garcia-De la Torre et al., 2009);
mientras que el nucleo basolateral (BLA) participa en la adquisicién y retencién del
CAS (Ferreira et al., 2005). Tomando en cuenta estos estudios, es claro que la AMY

juega un papel clave en la formacién de la memoria gustativa.



Fig. 4. Secciéon coronal donde se muestra la localizacién aproximada de los nucleos del complejo

amigdalino en el cerebro de rata. Las areas delineadas componen al ntcleo basolateral (BLA)
formado por los subntcleos lateral (LA) y basal (B). En el caso del ntcleo central (CEA) este se forma

por los subntcleos lateral (Cel)) y medial (CeM) (Modificado de Sah et al., 2003).

Por otro lado, lesiones combinadas de la corteza gustativa y la AMY bloquean
completamente la adquisicion del CAS (Yamamoto et al., 1994) demostrando una
necesidad de ambas estructuras para este tipo de memoria. Estudios que utilizan
modelos de potenciacion a largo plazo (LTP, modelo experimental de memoria), han
demostrado que estimulando la proyeccion que existen entre la AMY y la CI antes
de la adquisicion del CAS, favorece la retencion de esta tarea (Escobar y Bermudez-
Rattoni, 2000; Bermudez-Rattoni, 2004). Por ello, tanto a la CI como a la AMY se les
ha considerado estructuras claves para la consolidacién de la memoria gustativa,
ademas de existir una relacién importante entre ambas estructuras. Actualmente,
los estudios sobre los sustratos neuronales que llevan a cabo la codificacion y

almacenamiento de la memoria han avanzado notablemente. Hasta aqui es claro



qué estructuras pueden estar llevando a cabo el procesamiento, pero hoy en dia atn

no se entiende completamente como se lleva a cabo dicho procesamiento.

CONSOLIDACION DE LA MEMORIA

Particularmente se ha enfatizado el estudio de la memoria en la fase de
consolidacion o formacién, ya que esta fase es la que inicia el almacenamiento de la
informaciéon y permite que se pueda mantener a lo largo del tiempo. La hipdtesis de
la consolidacién de la memoria —la cual postula que la formacién de nuevas
memorias se produce en diversas etapas y que estas memorias se van estabilizando
y reforzando con el paso del tiempo— ha guiado la investigacion actual respecto a
las bases neurobiolégicas del aprendizaje y la memoria (Lechner et al., 1999). A
partir del estudio de la consolidaciéon se descubrié que existen dos formas de
almacenamiento de la memoria: memoria a corto plazo (MCP) y memoria a largo
plazo (MLP), ya que se observd que los inhibidores de la sintesis de proteinas no
1impiden la adquisicién del aprendizaje, sino que bloquean la fase de consolidacién de
la memoria (Rosenblum y Dudai, 1993), afectando solo el almacenamiento de la
MLP y no el de la MCP (Davis y Squire, 1984; McGaugh, 1966). A partir de estos
estudios, se han enfocado distintas investigaciones en la identificacién y
entendimiento de los mecanismos moleculares que pueden estar ocurriendo durante

esta fase de consolidacion (McGaugh, 2000).

Se ha propuesto que dentro de estos mecanismos de consolidacién se requieren
cambios rapidos pero persistentes en los circuitos cerebrales que permitirian el
almacenamiento de la informacién (Bailey y Kandel, 1993). Esta propuesta parte de
los postulados de Hebb, en los cuales, propone a grandes rasgos que cuando un axon
de la célula A esta lo suficientemente cerca para excitar a la célula B, y repetida o
persistentemente provoca su activacion, algiin proceso o cambio metabdlico ocurrira
en una o ambas células provocando que se incremente la eficiencia de la célula A
para excitar a la célula B (Hebb, 1949). Asi, la consolidaciéon de la informaciéon se

basaria en la actividad neuronal que estaria dependiendo de los cambios bioquimicos



y fuerza en las conexiones sindpticas que ocurren entre las neuronas que estan

siendo activadas (Adams y Sweatt, 2002).

Partiendo de esta idea, las vias de transduccion de senales, asi como la expresion
génica y la consecuente sintesis de proteinas que son componentes integrales de la
maquinaria de procesamiento de la informacién neuronal son candidatos

importantes en el estudio de la consolidacion de la memoria.

ERK'Y MEMORIA

A nivel bioquimico, el aprendizaje gustativo ha sido relacionado con cambios que
ocurren en distintas cascadas de senalizacion intracelular (Dudai, 2004). Dentro de

estas cascadas de senalizacién una de las méas estudiadas actualmente es la via de

ERK (Peng et al., 2010).

ERK pertenece a la superfamilia de MAPK, la cual es una familia altamente
conservada de enzimas asociada a receptores de membrana celular y reguladora de
diversos blancos intracelulares (Sweatt, 2004). ERK es activada por distintos
factores de crecimiento, sustancias que promueven la actividad mitética y senales
extracelulares que van de la superficie celular al nucleo, por lo cual es clave en
procesos de proliferaciéon y diferenciacién (Peng et al., 2010). Ademas, por medio de
la estimulacién farmacoldgica, se ha observado que la activacion de ERK puede
ocurrir en respuesta a la estimulacién de receptores NMDA por glutamato (Glu)
(Fiore et al., 1993), receptores muscarinicos de Ach (acetilcolina) (Scheiderer et al.,

2008) y receptores metabotropicos de dopamina (Nagai et al., 2007).

Las proteinas ERK son cinasas de serinas/treoninas, existen distintas isoformas,
pero las mas estudiadas y relacionadas con aprendizaje y memoria son dos, ERK1
(44kD) y ERK2 (42kD), ambas isoformas son idénticas en un 84% y comparten
muchas funciones (Lloyd, 2006), por esta razon se les ha designado como ERK1/2 de



manera general. Sus funciones tanto a nivel celular como fisiolégico son diversas, ya
que modulan el ciclo celular, proliferacién, transcripcién, diferenciacién y muerte
celular entre otras (Ramos, 2008). De manera general, la activacion de ERK puede
ocurrir por medio de varias vias: (1) activaciéon de Ras por medio de la estimulacién
de receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTK): factor de crecimiento —
RTK — Ras — Raf-1 - MEK — ERK; (2) activacién de Ras por entrada de Ca2*; (3)
activacion de ERK por la cinasa PKC; y (4) activacion de ERK por receptores
acoplados a proteinas G (GPCR) (Peng et al., 2010).

La senalizaciéon de ERK se distingue por una via caracteristica de 3 cinasas que es
activada via receptores de superficie celular en respuesta a estimulos extracelulares.
Una vez que la estimulacién de receptores ocurre, el intermediario que conecta la
cascada de sefalizacién con la via de ERK es Ras. Esta es una GTPasa pequefia que
es activada al favorecerse el intercambio de GDP por GTP promoviéndose su forma
activa Ras-GTP. Ya en la via de ERK, la primer cinasa que se activa es Raf-1 por
medio de Ras-GTP, una vez que Raf-1 es activada ésta puede inducir la fosforilacion
de la segunda cinasa, MEK, la cual es activada por una doble fosforilacion en
serina/treonina. Esta cinasa dual por ultimo activara a ERK1/2 también por una
fosforilacién dual en residuos de treonina y tirosina (Sweatt, 2001). Una vez
activada, ERK1/2 puede ejercer algunos efectos rio abajo, ya que puede activar la
transcripcién de diferentes proteinas del citoesqueleto tales como MAP2 y sinapsina
(Yoon y Seger, 2006); puede translocarse al nucleo (Horgan y Stork, 2003; Patterson
et al., 2001) y activar distintos factores de transcripcion, tales como Elk-1 (del inglés
Ets-like transcription factor) y CREB (proteina de unién a CRE) (Davis et al., 2000);
o puede modular la traducciéon de proteinas al regular el factor de inicio de la
traduccién elF4E (Kelleher et al., 2004). Estos efectos desencadenarian cambios en
la expresion génica, activando por ejemplo genes de expresion temprana (Waltereit
et al., 2001), que provocarian los cambios estructurales necesarios para mantener la

informacién almacenada. Dadas estas caracteristicas, se le ha considerado ser una



via de senalizacion importante durante los mecanismos celulares necesarios para

que la formacién de la memoria ocurra.

Los primeros trabajos que relacionan a ERK con procesos de aprendizaje y memoria
parten de los trabajos en los que se demuestra que la via de ERK es necesaria para
procesos de division celular y proliferacion. Dada la posibilidad de que estos procesos
pudieran estar ocurriendo en el sistema nervioso central, y el hecho de se habian
observado componentes de esta via de sefializacién en cuerpos celulares neuronales
y dendritas en neocorteza e hipocampo de cerebro de rata (Fiore et al., 1993), surge
la idea de que esta via pudiera estar participando en presencia de actividad
neuronal. Posteriormente, en 1997 English y Sweatt demuestran que ERK es
activado durante la inducciéon de L'TP en el hipocampo y que la inhibicién de esta via
bloquea su formacién. Con el paso del tiempo, diversos estudios han demostrado que
la cascada de ERK es una via clave en aprendizaje y memoria (Adams y Sweatt,
2002; Peng et al., 2010). Ademas, esta implicada tanto en plasticidad sinaptica
(English y Sweatt, 1997; Impey et al., 1998; Sweatt, 2004), como en la consolidacion
de diferentes tipos de memoria (Atkins et al., 1998; Schafe et al., 1999), incluyendo

memorias gustativas (Berman et al., 1998).

Particularmente, una activacion significativa de ERK1/2 ha sido observada en la CI
después de la presentacion de un estimulo gustativo nuevo, incluso se ha
demostrado que la inhibicion de ERK1/2 en esta estructura impide la formacién del
CAS cuando se hace una prueba de memoria 120 horas después del entrenamiento
(Berman et al., 1998; Belelovsky, 2005). También, se ha observado que esta proteina
se activa transitoriamente en la AMY lateral 60 min después de la adquisicion de un
condicionamiento al miedo (Schafe et al., 2000). Incluso durante la consolidaciéon de
este condicionamiento se ha observado un aumento en la expresion de la proteina
Arc que depende de la activaciéon de ERK1/2 y que ésta se requiere en la formacién

de la memoria largo plazo (Ploski et al., 2008).



ARC Y MEMORIA

Dentro de los mecanismos moleculares que ocurren para que la memoria sea
mantenida a lo largo del tiempo, es necesario que ocurran modificaciones
persistentes de la sinapsis. ComtUnmente, algunos de los cambios que mantienen
esta persistencia dependen de la rapida induccién de la transcripcion génica y la
subsecuente sintesis de proteinas. Por ello, varios estudios se han enfocado en la
descripcion de los mecanismos moleculares inmediatos que median el
fortalecimiento de los estimulos aprendidos. Ademas de tratar de entender los
cambios post-adquisicion dependientes de la transcripciéon génica necesarios para la

formacién de la memoria.

Las primeras evidencias respecto a la relaciéon entre una intensa actividad sinaptica
y una rapida y transitoria expresion génica vienen de los estudios que involucran
genes de expresiéon temprana (IEG) tales como c-fos (Morgan et al., 1987). Por
ejemplo, se demostré que en respuesta a la activaciéon de receptores colinérgicos, el
flujo de calcio induce una rapida transcripcion de IEG tales como c-fos, lo cual
sugirié un mecanismo capaz de relacionar la actividad eléctrica con la regulacion
génica (Greenberg et al., 1986). Poco después, se observé que mas IEG eran
inducidos por actividad, en particular, por la estimulacién inducida por LTP (Cole et
al., 1989). Un IEG se define como un gen activado de manera rapida y transitoria a
nivel transcripcional debido a algin tipo de estimulacién como sinaptica, de
neurotransmisioén o por la senal de algin factor de crecimiento, que no requiere de
sintesis de nuevas proteinas o una activacion previa de otros genes (Miyashita et al.,
2008; Sheng y Greenberg, 1990). Cuando estos IEG codifican para ciertos factores de
transcripciéon se les llama IEG "reguladores", y cuando codifican para un rango
diverso de proteinas tales como factores de crecimiento (BDNF), moléculas de
transduccion de senales (Rheb), 6 proteinas de superficie celular (Arcadlina), se les
llama IEG "efectores" (Guzowski et al., 2002). Esto sugiere que dichos IEG pueden

dirigir la expresion génica (IEG reguladores) o tener un papel directo en el



fortalecimiento sinaptico (IEG efectores) que es necesario para que la informacion se
mantenga a lo largo del tiempo (Tzingounis y Nicoll, 2006). A partir de esta idea, la
investigacion se centrd en la identificacion de IEG que pudieran tener un papel
importante en la formacién de la memoria. En 1998 Worley y colaboradores, usando
técnicas de hibridacién sustractiva, identificaron ciertos IEG después de la
estimulacion eléctrica en el hipocampo (Guzowski, 2002), dentro de estos IEG se

encontroé el gen arc (Liyford et al., 1995).

El gen arc (del inglés activity-regulated cytoskeletal associated), es un IEG efector,
del cual la expresion de su RNA y proteina se observan tanto en soma como en
dendritas de neuronas (Lyford et al., 1995). E1 mRNA de arc es rapidamente
inducido por patrones de actividad sinaptica, incluyendo estimulos ambientales,
LTP, convulsiones y paradigmas conductuales relacionados con aprendizaje y
memoria (Guzowski, 2002). Particularmente, el mRNA de arc se transporta a
dendritas donde se localizan las sinapsis que fueron recientemente activadas por
alguin estimulo, ya en estas dendritas una vez que ocurre la traduccién del mRNA, la
proteina Arc puede interactuar con proteinas del citoesqueleto asi como con
proteinas involucradas en plasticidad sinaptica (Bramham et al., 2010; Steward et
al., 1998; Steward y Worley, 2001). Ademas, se ha observado que los niveles de
mRNA de arc aumentan durante condiciones que inducen plasticidad sinaptica a
largo plazo (Steward et al., 1998; Moga et al., 2004), y la inhibicién del mRNA de arc
por medio de la microinyeccion de oligonucleétidos antisentido en el hipocampo
impide la consolidaciéon de la memoria y la plasticidad sinaptica en el giro dentado
(Guzowski, 2002). Por ello, se piensa que arc es importante para la plasticidad que
ocurre especificamente en la sinapsis y puede ayudar a explicar como la
transcripciéon de genes en el nucleo conduce a alteraciones a largo plazo en sitios

especificos de sinapsis activas (Steward y Worley, 2002).

Como hemos mencionado, el mRNA de arc se expresa rapidamente en neuronas que

se activan después de alguna estimulacién, ya sea por un aprendizaje, por



estimulacion tetanica o por factores de crecimiento como BDNF (Link et al., 1995;
Lyford et al., 1995; Steward et al., 1998; Waltereit et al., 2001; Ying et al., 2002;
Kubik et al., 2007). Sin embargo, es importante hacer notar que las cascadas de
transduccion de senales que conectan la actividad sinaptica con la rapida
transcripcion de IEG (como arc) en el ntcleo después de un aprendizaje no estan
descritas completamente. Se ha observado que la activacion de receptores NMDA y
de la cinasa ERK son necesarios para que la transcripcién de arc ocurra después de
la inducciéon de LTP (Steward et al., 1998; Steward y Worley 2001; Panja et al.,
2009). Ademas, ERK1/2 parece tener una funcion coordinada con Arc, ya que es
necesaria su activacion para que pueda llevarse a cabo la transcripciéon de arc
después del aprendizaje de una tarea (Waltereit et al., 2001). Por ello, es
importante investigar la relacion que puede estar ocurriendo entre la activacién de
ERK1/2 y la expresion de Arc después de la estimulaciéon sinaptica inducida por el

aprendizaje.



RESUMEN

La corteza insular y la amigdala son dos areas cerebrales importantes involucradas
en la formacién de la memoria gustativa. Este aprendizaje es un fenomeno que
ocurre de manera rapida y robusta, debido al hecho de que la sobrevivencia del
organismo depende de lo que ingiere dia a dia. Distintos estudios han descrito la
importancia de ciertos genes de expresion temprana asi como vias de sefializacién
que intervienen en los mecanismos celulares necesarios para la formaciéon de la
memoria gustativa. En particular, la proteina asociada al citoesqueleto regulada por
actividad (Arc) junto con la proteina cinasa regulada por senal extracelular
(ERK1/2) han sido implicadas en diferentes procesos de plasticidad sinaptica, tales
como potenciaciéon a largo plazo, aprendizaje y memoria. Sin embargo, el papel
detallado de estas proteinas durante los procesos que se llevan a cabo en la
formacién de la memoria gustativa aun no se entiende completamente. En este
trabajo, investigamos la participacion especifica de Arc y ERK1/2 en la amigdala y la
corteza insular, por medio de su inmunodeteccién utilizando la técnica de Western
Blot, durante la formacién de la memoria gustativa. Los resultados muestran
cambios regidn-especificos en la expresion de Arc y en la activacion de ERK1/2
durante el aprendizaje gustativo. La presentaciéon de un estimulo gustativo nuevo
induce un incremento en la expresion de Arc y la activaciéon de ERK1/2 en la corteza
insular y no en la amigdala. Interesantemente, cuando el estimulo gustativo nuevo
es asociado a aversion ocurre lo contrario, observamos un incremento en la expresion
de Arc en la amigdala pero no en la corteza insular. En el caso de ERK1/2, su
activacion no ocurre e incluso sus niveles basales de fosforilacion disminuyen en la
corteza insular. Estos resultados sugieren que en las diferentes estructuras
cerebrales dependiendo del contenido de informacion que se este almacenando, ya
sea de un estimulo gustativo nuevo o asociado a aversiéon, ocurren cambios
temporales especificos en la expresion de Arc y en la fosforilacion de ERK1/2

durante la formacién de la memoria gustativa.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que diferentes tipos de memoria requieren distintas areas cerebrales para
su consolidaciéon. La CI y la AMY son estructuras que han sido ampliamente
relacionadas con la codificacion y almacenamiento del CAS. Ademaés, los
mecanismos moleculares y bioquimicos a nivel celular son elementos importantes
durante eventos de plasticidad sinaptica como la consolidacién de la memoria. La
modulaciéon de las proteinas ERK1/2 y Arc puede ocurrir durante dichos
mecanismos, llevando a cabo cambios necesarios para el fortalecimiento de la
memoria. Poco se ha estudiado sobre estas proteinas durante la consolidacién de la
memoria en regiones como la AMY e incluso su estudio ha sido sé6lo en tareas
conductuales de condicionamiento al miedo (Schafe et al., 2000; Ploski, 2008). Por lo
tanto, el estudio de la actividad de ERK1/2 y la expresion de la proteina Arc durante
la consolidacién de memorias de reconocimiento gustativo seria una de las primeras
aproximaciones para conocer la contribucién de estas proteinas en los cambios

plasticos que ocurren para la formacién de la memoria.

Asi, el presente estudio examina los cambios que pueden ocurrir en la fosforilaciéon
de ERK1/2 y la expresion de Arc en la AMY y en la CI durante la consolidacion de la

memoria gustativa segura y aversiva.



HIPOTESIS

En la CI y la AMY habra cambios en la fosforilacion de ERK1/2 y la expresion
de Arc durante la formacion de memorias gustativas, estos cambios de ambas
proteinas se observaran en la AMY Unicamente durante la formacion de una
memoria gustativa de aversion y en la CI tanto en la formacién de una

memoria gustativa segura como en una memoria de aversion.

OBJETIVOS

Evaluar la actividad de ERK1/2 en la CI y en la AMY durante el aprendizaje

de un estimulo gustativo aversivo y uno seguro.

Evaluar la expresion de Arc en la CI y en la AMY durante el reconocimiento

de un estimulo gustativo aversivo y uno seguro.



MATERIAL Y METODOS

Animales.
Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, con un peso entre 280 - 300g, fueron colocadas

en cajas individualmente, con condiciones controladas de temperatura (22 £ 1 °C) y
humedad (55 = 1%), bajo un ciclo de luz/obscuridad 12h/12h. La comida estuvo
disponible ad libitum. Todos los animales fueron sometidos a una privacion de agua

24 h antes de comenzar los experimentos conductuales.

Procedimiento conductual.
Los animales fueron habituados por la mafnana (11:00hrs) a un régimen de consumo

restringido, el cual consisti6 de 5 ml de agua durante 15 min; y por la tarde (17:00
hrs) recibieron un consumo ad libitum de agua durante 15 min para evitar que se
deshidrataran, esto se realizé cada 24 h durante 6 dias consecutivos a la misma hora
del dia, para asi obtener un consumo estable denominado linea base. En el dia 7 los
animales fueron separados aleatoriamente y clasificados en su grupo
correspondiente de acuerdo al tiempo de sacrificio. Para el aprendizaje de un
estimulo gustativo nuevo, se realiz6 la presentacion del estimulo (sacarina 0.5% por
15 min) y después los animales fueron sacrificados a diferentes tiempos (0, 20 30, 60
min; Berman et al., 1998; Belelovsky et al., 2002; Schafe et al., 2008). Para el caso
del CAS, el dia 7 se presento el estimulo condicionado (sacarina 0.5 % por 15 min) y
15 min después se inyectd intraperitonealmente un inductor de malestar gastrico
(LiCl, 0.15 M; 10 ml/kg) como estimulo incondicionado, después de esta inyeccion los

animales fueron sacrificados a diferentes tiempos (0, 20, 30, 60 min; ver figura 5).
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Figura 5. Esquema de cada paradigma conductual. (A) Aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo.
Los animales fueron privados de agua 24 h antes del comienzo del paradigma conductual, después
fueron sometidos a un régimen de consumo de agua durante 6 dias, tomando por la mafana y tarde 5
y 30 ml de agua respectivamente. El dia 7 se les presenté 5 ml del estimulo gustativo nuevo (sacarina
0.5%) y posteriormente los animales fueron sacrificados a diferentes tiempos. (B) Aprendizaje de un
condicionamiento de aversion al sabor. Los animales fueron sometidos de la misma manera que en el
paradigma anterior hasta el dia 6. El dia 7 se les presenté 5 ml del estimulo gustativo nuevo
(sacarina 0.5%), 15 min después se inyectd intraperitonealmente el estimulo visceral (LiCl 0.15M),

posteriormente los animales fueron sacrificados a diferentes tiempos.

Extraccion de estructuras cerebrales.
Los animales fueron sacrificados por decapitacion a los diferentes tiempos

mencionados, después de la presentaciéon de un estimulo gustativo nuevo o después

de la asociacion de estimulos en el CAS. Los cerebros fueron removidos



inmediatamente y colocados en una solucion de NaCl 0.9% a 4 °C. Tanto la AMY
como la CI fueron disecadas para después ser homogenizadas en 150 ul de buffer de
lisis (Tritén-X100 al 1%, NaCl 150 mM, 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NakF, 10
mM NaP207;, 1 mM NasVOs, tableta de inhibidores de proteasas (aprotinina 0.1
mg/ml, bestatina 0.1 mg/ml, calpaina 0.1 mg/ml, leupeptina 0.1 mg/ml, pepstatina
0.1 mg/ml) Roche, la cual fue disuelta en 50 ml de H20). Los homogenizados fueron
centrifugados a 2000 x g por 10 min para retirar nucleos y restos celulares. Se
extrajo el sobrenadante y las muestras se congelaron a -70 °C para su posterior

analisis.

Western Blot.
Las muestras centrifugadas fueron descongeladas y todos los procedimientos se

realizaron a 4 °C. Se estim6 la concentracién de proteinas mediante ensayos de
Lowry (Bio-Rad Dc Protein Assay). Una vez determinada la cantidad de proteina
(ug) para las muestras, estas fueron mezcladas con buffer Laemmli 1:1 y hervidas
durante 5 min. Posteriormente, se cargaron 10 ug de cada muestra en un gel 10%
SDS-poliacrilamida y la electroforesis se llevo a cabo a 120 V durante 90 min. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (BioRad) a 25 V durante 45
min. La membrana resultante de la transferencia se incubé por 1 h en buffer TBS-T
(Tris 10mM, NaCl 0.9%, Tween 20 al 0.1%, pH 7.5) con 5% de BSA (albumina de

suero bovino, del inglés bovine serum albumin).

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-phospho-44/42 MAPK
(ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (1:2000; Cell Signaling) para detectar ERK1/2 fosforilado
(p-ERK); anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) (1:5000; Cell Signaling) para detectar ERK1/2
total (t-ERK); anti-Arc (1:1000; Synaptic Systems) para detectar Arc; y anti-GAPDH
(1:10000; Millipore) para detectar GAPDH. Para detectar la actividad de ERK1/2 las
membranas de PVDF fueron incubadas por 2 h a 4 °C con anticuerpo primario anti
p-ERK. Posteriormente, para detectar la expresion de Arc las membranas se

incubaron de la misma manera pero con anticuerpo primario anti-Arc. Por dltimo, se



utilizaron anti-GAPDH y anti t-ERK como controles de carga. Las membranas se
lavaron 4 veces de 7 min cada una con TBS-T, y se incubaron por 1 h con anticuerpo
secundario conjugado a peroxidasa de rabano (dependiendo de la especie donde
estaba producido el anticuerpo primario se utilizé el correspondiente anticuerpo
secundario). Las membranas nuevamente se lavaron 4 veces de 7 min cada una con
TBS-T. Después la membrana se incubd con sustrato quimioluminiscente HRP
(Immobilon™ Wester, Millipore) y se expuso en placas radiograficas. La
inmunoreactividad se cuantific6 densitométricamente con el software Imaged

version 1.31, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA.

Andalisis estadistico.
Todos los datos se presentan como la media + error estandar. Para el analisis

estadistico se utiliz6 una ANOVA factorial junto con la prueba post-hoc de Fisher;
un valor de p<0.05 se considerd estadisticamente significativo. Para determinar
cambios en la activacion de ERK1/2 o en la expresion de Arc, los niveles de p-ERK
fueron normalizados con los niveles de t-ERK, y los niveles de Arc fueron
normalizadas con los niveles de GAPDH; para determinar si existian cambios en los
niveles t-ERK, estos fueron normalizados con los niveles de GAPDH. Los niveles
normalizados de p-ERK y Arc en los grupos 20, 30 y 60 min fueron expresados por
separado como un porcentaje de inmunorreactividad respecto al grupo de 0 min

(como 100%).



RESULTADOS

Activacion de ERK1/2 en la corteza insular durante el aprendizaje de un
estimulo gustativo nuevo pero no durante el CAS.

Para investigar cambios en la actividad de ERK1/2 durante la formacién de una
memoria gustativa segura se examiné la fosforilacion de ERK1/2 a diferentes
tiempos en la CI después de la presentaciéon de un estimulo gustativo nuevo. Como
se muestra en la figura 6A, los niveles de ERK1/2 fosforilado (p-ERK) en la CI
aumentan significativamente a los 20 min (prueba post-hoc Fisher, p=0.0008), y a
partir de los 30 min regresan a niveles basales (grupo 0 min) (ANOVA: F325=4.93,
p<0.05). Ademas de observarse diferencias significativas en los grupos 20 vs 60 min
(prueba post-hoc Fisher, p=0.045). Estos datos coinciden con lo previamente
reportado en la literatura (Berman et al., 2005; Belelovsky et al., 2005). Esto sugiere
que después de la adquisicion del aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo hay
una activaciéon de ERK1/2 dependiente de actividad en la CI. Sin embargo, cuando
este estimulo gustativo comienza a asociarse con un estimulo incondicionado (LiCl)
no ocurre dicha fosforilacion de ERK1/2, por el contrario, al realizarse la asociacién
de estimulos durante el aprendizaje del CAS la fosforilacion de ERK1/2 disminuye
significativamente (ANOVA: Fs25=5.15, p<0.05) por debajo de los niveles basales
(figura 6B). Estos niveles de ERK1/2 mostraron cambios significativos entre los
grupos de 0 vs 60 min (prueba post-hoc Fisher, p=0.0007), 20 vs 60 min (prueba
post-hoc Fisher, p=0.020), y 30 vs 60 min (prueba post-hoc Fisher, p=0.020) después
de la adquisicién del CAS. Por ultimo, no se observaron diferencias significativas en
los niveles totales de ERK1/2 (t-ERK) entre los distintos grupos durante el
aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo (ANOVA: F524=0.87, p=0.46) ni durante
el aprendizaje del CAS (ANOVA: F325=0.76, p=0.39). Estos resultados nos sugieren
que existen cambios temporales en la fosforilacion de ERK1/2 especificos del tipo de

informacién que se esté procesando.
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Figura 6. Efecto del aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo o asociado a aversién en la
fosforilacion de ERK1/2 en la CI. (A) Aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo. La activacién de
ERK1/2 (p-ERK) en la CI (n= 7 u 8 para cada condiciéon) fue detectada a los 20 min después de la
presentacién de un sabor nuevo. (B) Condicionamiento de aversién al sabor. No se observé alguna
activacién de ERK1/2 en la corteza insular (n= 7 u 8 para cada condicién), por el contrario su
fosforilacién disminuye significativamente a los 60 min respecto al grupo de 0 min (nivel basal),
ademas de existir diferencias significativas entre los grupos de 20 y 30 min con respecto al grupo de
60 min, después de la asociacién de estimulos (CAS). Las figuras muestran inmunoblots

representativos y promedio = SEM de inmunorreactividad para ERK1/2. * p<0.05, ** p<0.01.

Expresion de Arc en la corteza insular durante el aprendizaje de un
estimulo gustativo nuevo y durante el CAS.

Cuando se realizé el analisis de la expresion de Arc después del aprendizaje de un
estimulo gustativo nuevo en la CI, se observaron diferencias significativas a
diferentes tiempos (ANOVA: F324=4.55, p<0.05). Como se muestra en la figura 7A,
se observo un aumento significativo en la expresion de Arc a los 30 (prueba post-hoc
Fisher, p=0.009) y 60 min (prueba post-hoc Fisher, p=0.002) después de la
adquisicion del aprendizaje gustativo. Estos resultados también se han observado en

experimentos anteriores hechos en el laboratorio (Morin et al., 2010, comunicacién



personal). Por el contrario, cuando se realiz6 la asociacién de estimulos durante el
aprendizaje del CAS, no se observaron diferencias significativas respecto a los
niveles basales de Arc (0 min) (Fs25=2.69, p=0.067). Pero cabe senalar que la
expresion de Arc disminuye a los 60 min respecto al grupo de 30 min (prueba post-
hoc Fisher, p=0.008) (figura 7B). Estos cambios temporales de Arc en la CI sugieren
que esta proteina estaria involucrada unicamente en la consolidacion de un

aprendizaje gustativo nuevo.
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Figura 7. Efecto del aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo o asociado a aversion en la expresion
de Arc en la CI. (A) Aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo. La expresién de Arc enla CI (n=7 u
8 para cada condicion) fue detectada a los 30 y 60 min después de la exposicién a un sabor nuevo. (B)
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significativas en los grupos de 30 vs 60 min después de la asociacién de estimulos. Las figuras
muestran inmunoblots representativos y promedio + SEM de inmunorreactividad para Arc. * p<0.05,
** p<0.01.



Activacion de ERK1/2 en la amigdala durante el aprendizaje de un estimulo
gustativo nuevo y durante el CAS.

En los experimentos anteriores se observaron cambios temporales de las proteinas
Arc y ERK1/2 en la CI dnicamente cuando el estimulo gustativo no involucra
aversion. Sin embargo, cuando el componente aversivo comienza a integrarse al
procesamiento de la informacion, otras estructuras podrian estar involucradas en la
consolidacion de la memoria por medio de estas proteinas. Particularmente, la AMY
es una estructura cerebral que se ha relacionado ampliamente con aprendizajes que
involucran componentes aversivos, tal es el caso del CAS. Para investigar si los
cambios temporales en la actividad de ERK1/2 y la expresién de Arc ocurren en la
AMY unicamente cuando el componente aversivo se integra al procesamiento de la
informacion, se realizé la diseccién bilateral de la AMY a diferentes tiempos después
de la adquisicién de un aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo o después de la

adquisicion del CAS.

El anialisis densitométrico no muestra cambios significativos temporales de los
niveles de p-ERK en la AMY después de la adquisiciéon del aprendizaje de un
estimulo gustativo nuevo (ANOVA: F320=0.36, p=0.77) (figura 8A), ni cuando se
realiz6 el aprendizaje del CAS (ANOVA: F323=1.35, p=0.27) (figura 8B). Ademas, no
se observaron diferencias significativas en los niveles de t-ERK entre los distintos
grupos durante el aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo (ANOVA: F32:=1.26,
p=0.31) ni durante el aprendizaje del CAS (ANOVA: F325=1.69, p=0.35). Esto sugiere
que durante el aprendizaje del CAS en la AMY, vias de sefnalizacién distintas a
ERK1/2 pudieran estar llevando a cabo el procesamiento de la informaciéon cuando

comienza a integrarse el componente aversivo.
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Figura 8. Efecto del aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo o asociado a aversiéon en la
fosforilacion de ERK1/2 en la AMY. (A) Aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo. No se
observaron cambios significativos en la activacion de p-ERK en la AMY (n= 7 u 8 para cada
condicién) después de la presentaciéon de un sabor nuevo. (B) Condicionamiento de aversién al sabor.
No se observaron diferencias significativas en los niveles de p-ERK en la AMY (n= 7 u 8 para cada
condicién) para ninguna condicién después de la asociacién de estimulos. Las figuras muestran
inmunoblots representativos y promedio + SEM de inmunorreactividad para ERK1/2. * p<0.05, **

p<0.01.

Expresion de Arc en amigdala durante el reconocimiento de un estimulo
gustativo nuevo y durante el CAS.

No se encontraron diferencias significativas en la expresion de Arc en la AMY
durante el aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo (ANOVA: F322=0.09, p=0.96)
(figura 9A). Sin embargo, cuando se realizé el protocolo de CAS, se encontraron
cambios significativos entre los distintos grupos (ANOVA: F328=7.68, p<0.01) (figura
9B). La expresion de Arc en la AMY, aumentan significativamente a los 60 min
respecto a los niveles basales de expresion (0 min) (prueba post-hoc Fisher, p=0.031).

Ademas, se observaron cambios significativos en los grupos 20 vs 60 min (prueba



post-hoc Fisher, p=0.0002) y 30 vs 60 min (prueba post-hoc Fisher, p=0.0007). Esto
sugiere que la expresion de Arc puede estar involucrada espacial y temporalmente

en la consolidacién de un estimulo gustativo aversivo en la AMY 60 min después de

la adquisicion del CAS.
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SEM de inmunorreactividad para Arc. * p<0.05, ** p<0.01.



DISCUSION

En este trabajo se investigaron cambios temporales y regién-especificos de las
proteinas Arc y ERK1/2 durante la formacion de la memoria gustativa. Se observo
un aumento temporal en la expresion de Arc y en la fosforilacién de ERK1/2, que son
inducidos en regiones cerebrales especificas después del aprendizaje de un estimulo
gustativo nuevo o después del condicionamiento de aversiéon al sabor. Estudios
farmacologicos y anatomicos han enfatizado la participaciéon de distintas estructuras
(CI, AMY, hipocampo) y mecanismos moleculares (induccién de genes de expresion
temprana, sintesis de proteinas, vias de sefializacion intracelulares) en la formacién
de la memoria gustativa. En este sentido, este trabajo aporta nuevos datos respecto
a la actividad temporal y regién-especifica de las proteinas ERK1/2 y Arc que ocurre

en los procesos que se llevan a cado durante el aprendizaje gustativo.

Diversos estudios muestran la existencia de actividad en la CI durante el
procesamiento de un estimulo gustativo nuevo, por ejemplo, la exposicion a un
estimulo gustativo nuevo genera cambios moleculares y eléctricos tales como
incremento en el disparo de neuronas (Katz et al., 2001), expresion de IEG, como c-
fos (Bernstein y Koh, 2007), activacién de vias de sefalizaciéon intracelulares
(Berman et al., 2008; Belelovsky et al., 2005) y aumento en la liberacién de
neurotransmisores (Shimura et al., 1995; Miranda et al., 2000; Mickley et al., 2000).
En este trabajo describimos también que existen cambios moleculares que ocurren
en la CI, particularmente de las proteinas ERK1/2 y Arc, con lo cual podemos
sugerir que la corteza gustativa es una estructura clave en la formacion de la
memoria gustativa. En el caso de la AMY, es una estructura que ha sido
ampliamente estudiada durante el procesamiento de la informacién gustativa.
Durante la ingestién de distintos sabores, se ha observado que diversas neuronas
responden a estos estimulos tanto en la CEA (Nishijo et al., 2000) como en la BLA
(Fontanini et al., 2009). Ademas, se ha observado una expresion de c-fos

principalmente en la CEA después de la exposicion a un estimulo gustativo nuevo



que ya no se observa cuando dicho estimulo se vuelve familiar (Koh et al., 2003).
Incluso, trabajos recientes en nuestro laboratorio describen una liberaciéon de
distintos neurotransmisores en esta estructura (Guzman-Ramos et al., 2010). En
este trabajo describimos que existen cambios en la expresiéon de Arc en la AMY
después de la asociacion del estimulo gustativo con el estimulo visceral durante el
aprendizaje del CAS. Lo que nos lleva a sugerir que esta estructura comienza a

modular la consolidacién de la memoria cuando se genera una asociacion.

En este trabajo, encontramos que en la CI, la fosforilacion de ERK1/2 aumenta
transitoriamente 20 min después del aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo, lo
cual coincide con estudios previos (Berman et al., 1998; Belelovsky et al., 2005). Sin
embargo, los niveles de fosforilacion de ERK1/2 durante el aprendizaje del CAS
disminuyen, sugiriendo que esta via de senalizaciéon esta involucrada solo en el
aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo y, cuando el aprendizaje comienza a
involucrar la asociacién de un componente aversivo, otras vias de senalizacién
estarian participando en el procesamiento de la informacién e incluso se estaria
promoviendo una desfosforilacion de ERK1/2 que permitiria que la asociacién de
estimulos ocurra (Lin et al., 2010). Es importante senalar que hay trabajos en los
cuales se observa que la activacion de ERK1/2 en la CI ocurre durante el aprendizaje
del CAS (Berman et al. 1998), contrario a lo que nosotros observamos. Sin embargo,
en esos estudios se utilizé un protocolo conductual distinto de CAS, ademas de que
la participaciéon de ERK1/2 la observan por medio de la microinyeccion intracerebral
de un inhibidor de esta via (PD098059). En el caso de la AMY, no observamos
cambios en ERK1/2 durante el aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo ni
durante el CAS. Se sabe que la AMY participa en el aprendizaje de memorias que
involucran componentes emocionales relevantes (Sah et al., 2003), esto nos hace
pensar que en el caso del aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo el componente
emocional no esta siendo relevante en la AMY, por lo cual no observamos ningun
cambio en la fosforilacion de ERK1/2. En el caso del CAS, nos sugiere que aunque

comienza a ser relevante un componente emocional, como lo es el componente



aversivo, otras vias de senalizacién estarian participando durante la formacion de
este tipo de memoria gustativa en la AMY. Actualmente poco se sabe acerca de otras
vias de senalizacion que estén participando en el procesamiento de esta memoria,
sin embargo existen trabajos hechos en cultivos neuronales en los cuales se reporta
una regulacién transcripcional de Arc por medio de la senalizacion de PI3K y
CamKII (cinasa Il dependiente de CaZ?‘/calmodulina) después de la estimulacién
neuronal (Zheng et al., 2009). Ademas, utilizando el aprendizaje de
condicionamiento al miedo se ha reportado un papel de la via de PI3K en la AMY
durante la consolidacién de la memoria (Lin et al., 2001). Lo que nos llevaria a
sugerir que estas vias de senalizacién podrian involucrarse en el procesamiento de la
informacién cuando la AMY comenzara a modular la consolidacion de una memoria

gustativa aversiva.

Respecto a la expresion de Arc, observamos que al igual que ERK1/2, fue
temporalmente inducida en distintas regiones cerebrales dependiendo del tipo de
aprendizaje que este ocurriendo. Por un lado, la novedad de un estimulo gustativo
provoca que la expresion de Arc aumente en la CI. Por otro lado, cuando este
estimulo comienza a ser asociado con un componente aversivo, la participaciéon de
estructuras cambia, ahora el aumento en la expresion de Arc ocurre en otra
estructura, la AMY, lo cual coincide con estudios previos en los que se observa un
aumento en el mRNA de Arc en la AMY después de la adquisicion del CAS (Barot et
al., 2008). Con base en esto, sugerimos que la memoria puede ser almacenada en
determinadas estructuras dependiendo del tipo de informacién que se este
adquiriendo y consolidando. Ademas, sugerimos un papel importante de Arc en la CI

durante el aprendizaje gustativo nuevo y en la AMY durante el CAS.

Arc se ha utilizado como un marcador de actividad neuronal durante procesos de
aprendizaje y memoria, por ello se ha estudiado ampliamente en diferentes tipos de
aprendizajes (Bramham et al., 2010). Sin embargo, poco se ha estudiado acerca del

papel que tiene Arc durante la formaciéon de memorias gustativas. El aumento en la



expresion de Arc durante la adquisicion del CAS nos sugiere que debe existir
necesariamente una convergencia entre el EC (estimulo gustativo) y el EI
(componente aversivo) para que Arc pueda estar involucrada en este tipo de
aprendizaje en la AMY, si esta convergencia no ocurre, y soélo se procesa la
informacion del estimulo gustativo, la participaciéon de Arc sblo ocurrira en la CI.
Esto sugeriria que la expresion de Arc esta controlada por distintos mecanismos de
senalizacién en diferentes regiones cerebrales y que estos mecanismos de
senalizaciéon dependerian de la convergencia de estimulos que puede estar

ocurriendo durante la consolidacién de la memoria.

Se ha sugerido que los cambios que ocurren en las conexiones sinapticas durante los
eventos de plasticidad, inducen los mecanismos requeridos para la consolidacién de
la memoria (Bramham et al., 2010). En este trabajo encontramos que la activaciéon
de cascadas de senalizacién intracelulares y la participaciéon de genes de expresion
temprana parecen estar involucradas en la consolidacién de la memoria gustativa, y

que dichas senales podrian estar actuando a través de distintos mecanismos.

El aprendizaje gustativo involucra la activacién de diferentes sistemas de
neurotransmision [por ejemplo, el sistema colinérgico (Naor y Dudai, 1996)], los
cuales podrian inducir la activacion de ERK1/2. Un modelo aceptable seria la
activacion del sistema colinérgico y la subsecuente liberacion de Ach, lo cual
conduciria a la activacion de receptores muscarinicos que desencadenaria la
activacion de ERK1/2 via PKC (Bahar et al., 2004; Jones et al., 1999). Ademas, el
flujo de calcio via receptores NMDA, los cuales son necesarios para la formacién de
la memoria gustativa, e incluso la activacion de RTK, por medio de la estimulacién
con BDNF, estarian actuando sinérgicamente junto con la sefnalizacion colinérgica,
permitiendo la activacion de ERK1/2 en este tipo de aprendizaje (Rosenblum et al.,

1997; Castillo y Escobar, 2011).



Una vez que ERK1/2 es activada, ésta puede translocarse al nicleo (Horgan y Stork,
2003; Patterson et al., 2001) y regular distintos factores de transcripcién, como Elk-1
(Berman et al., 1998), o CREB (Shaywitz et al., 1999), estos factores actuan
regulando la expresion de genes relacionados con plasticidad sinaptica que poseen
elementos de respuesta SRE (elemento de respuesta a suero) o CRE (elemento de
respuesta a AMPc) en su regiéon promotora (Hagiwara et al., 1996; Sweatt, 2001).
Entre estos genes se encuentran BDNF, Homerla o arc (Guzowski, 2002; Shepherd
et al., 2006), los cuales son IEG efectores que en consecuencia proporcionaran las
elementos estructurales necesarios para el crecimiento y estabilizaciéon de las
sinapsis que sustentarian la formacién de la memoria (Bailey et al., 1996; Benito y

Barco 2010).

Diverso estudios han enfocado su investigaciéon en la descripcién detallada de la
proteina Arc, en particular, la activacion de proyecciones neuronales de la via
perforante al giro dentado hipocampal usando patrones de estimulacién que inducen
LTP, causa que el mRNA de arc recién sintetizado se localice selectivamente en
segmentos dendriticos de las neuronas que fueron recientemente estimuladas
(Steward et al., 1998; Waltereit et al., 2001; Bramham et al., 2010). Ademas, en la
region promotora del gen arc se han identificado elementos SRE rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcién y un elemento que funciona como censor de actividad
llamado elemento de respuesta a actividad sinaptica (SARE), el cual presenta sitios
de unién para las proteinas CREB y SRF (factor de respuesta a suero), sugiriendo
que la regulaciéon transcripcional de arc puede ser llevada a cabo por medio de
distintos factores de transcripcion (Guzowski et al., 2002; Bramham et al., 2010). A
pesar de la continua investigacién en esta proteina (Arc), hasta ahora las cascadas
de senalizaciéon intracelulares que conectan la actividad sinaptica con la
transcripcion de arc no estan completamente entendidas. Algunos estudios
demuestran que la via de ERK1/2 conduce a la transcripcion de arc (Panja et al.,
2009; Chotiner et al.,, 2010) pero estos trabajos lo realizan en modelos

experimentales de plasticidad (L'TP), y pocos son los trabajos que demuestran dicha



transcripciéon de arc por medio de la activaciéon de ERK1/2 durante la formacion de
la memoria (Ploski et al. 2008). En este trabajo observamos que en la CI durante la
adquisicion y/o consolidaciéon de un estimulo gustativo nuevo, ocurre una activacion
de ERK1/2 a los 20 min y posteriormente un aumento en la expresién de Arc a partir
de los 30 min, esto nos habla de una posible coordinacién temporal entre ERK1/2 y
Arc, como la observada anteriormente por Ploski y colaboradores pero en otro tipo de
aprendizaje. En el caso de la AMY durante el aprendizaje del CAS, observamos un
aumento en la expresion de Arc pero la activacion de ERK1/2 no ocurre, sugiriendo
que esta expresion de Arc estaria ocurriendo por medio de otras vias de sefnalizacion
intracelular distintas a ERK1/2. Por ello, futuros experimentos en este sentido son
necesarios para demostrar la existencia de dicha coordinaciéon de ERK1/2 y Arc en la
CI y la exploracion de distintas vias de senalizaciéon en la AMY durante la formacion

de memorias gustativas seguras y asociadas a aversion.

Como se mencion6 antes, la AMY y la CI tienen proyecciones reciprocas (Pitkanen et
al., 2000; Price, 2003). Existen trabajos en los que se sugiere que las proyecciones de
la AMY hacia la CI son claves para el establecimiento de la memoria gustativa
asociada a aversién. La estimulacién tetanica de la AMY induce LTP en la CI,
incrementando significativamente la respuesta neuronal a estimulacion de baja
frecuencia (Escobar et al., 1998). La induccion de LTP en las proyecciones AMY-CI
antes de la adquisiciéon del CAS, favorece la retencién de esta tarea (Escobar y
Bermudez-Rattoni, 2000). Esto sugiere que la interaccion entre estas estructuras
podria constituir un mecanismo mediante el cual se pueda formar la memoria
gustativa. Con base en los resultados que encontramos en el presente trabajo,
podemos sugerir que la compartamentalizacion de estructuras y su relevancia
dependeran de la informacion que este comenzando a adquirirse. Podemos sugerir
que durante la adquisiciéon de un estimulo gustativo la informacién comienza a ser
procesada en la CI utilizando mecanismos moleculares como la activacion de ERK1/2
que subsecuentemente permitira la transcripciéon de arc, y la CI se mantendra

activa hasta que la informacién sea integrada y consolidada. Si nos apoyamos en el



hecho de que la expresion de Arc aumenta en la AMY cuando el estimulo gustativo
es asociado con un estimulo visceral, podemos sugerir que cuando la senal de
malestar gastrico (estimulo visceral) comienza a llegar al sistema, la relevancia de
estructuras cambia en el procesamiento de la informacion originando que ahora la
AMY sea la encarga de procesar dicha informacion respecto a la asociaciéon de
estimulos para que pueda ser consolidada la memoria. Con base en ésto, nuestros
resultados apoyan la hipoétesis de que la AMY es activada cuando un componente
aversivo comienza a ser integrado a la memoria gustativa y que la formacion de esta
memoria es compartamentalizada dentro de distintas estructuras cerebrales,
dependiendo de la asociacion de estimulos (Bermudez-Rattoni, 2004; De la Cruz et

al., 2008).

Toda esta informacion nos sugiere que durante el periodo de consolidaciéon de la
memoria distintos patrones de actividad neuronal y sistemas de neurotransmision
inducen el disparo de potenciales de acciéon o la unién de neurotransmisores a
receptores post-sinapticos. El resultado sera un flujo de calcio extracelular o la
liberacién de calcio desde almacenes intracelulares (Berridge, 1998) y la activacién
de cascadas de senalizacién involucrando segundos mensajeros y la activaciéon de
proteinas cinasas (Sweatt 2001; Benito y Barco, 2010). Algunas de estas proteinas
cinasas, tales como PKA (Delghandi et al., 2005), ERK (Davis y Laroche, 2006) y
CamKII (Greer y Greenberg, 2008) regularan la expresion de genes en el ntcleo. Sus
moléculas blanco seran factores de transcripcion presentes en el ntcleo, como CREB
o SRF, que al activarse se uniran a regiones promotores de distintos genes (CREB a
CRE; SRF a SRE); y reclutaran la maquinaria transcripcional (Finkbeiner y
Greenberg, 1998), para asi promover la transcripcion génica. Una vez que la
transcripcion de genes se ha activado, comienza la generacion de proteinas, las
cuales seran las encargadas de provocar los cambios estructurales neuronales, tales
como, el incremento en la densidad de espinas dendriticas que provocaria la
generacion de nuevas conexiones sinapticas, ademas del fortalecimiento de las

conexiones neuronales (Hubener y Bonhoeffer, 2010). Estos cambios seran



necesarios para que ocurra una estabilizacién de los circuitos neuronales encargados
de que la informacién sea adquirida y pueda mantenerse a largo plazo. Tomando en
cuenta estudios en los que se demuestra que la activacion de ERK puede provocar
una reorganizacion del citoesqueleto (Irigoyen et al., 1997), por medio del recambio
rotatorio (ganancia de subunidades en un extremo y la perdida en el otro) para la
polimeraciéon y estabilizacion de filamentos de actina (Rex et al.,, 2010) y
microtubulos (Fanara et al., 2010), reflejando asi procesos de modelaje neuronal
dependientes de actividad (Berman et al., 1998); y que en el caso de la proteina Arc,
el mRNA de arc se acumula en dendritas de neuronas que han sido recientemente
activada (Steward et al., 1998; Steward y Worley, 2001), se ha sugerido que ERK
puede estar iniciando la sefales necesarias para que la expresion de la proteina Arc
ocurra y pueda regular cambios estructurales, como la expansiéon de la densidad
post-sinaptica y el aumento de espinas dendriticas por medio de la estabilizacion de
F-actina (Ploski et al., 2008; Messaoudi et al., 2007). Ademas de regular la actividad
de la maquinaria traduccional a nivel local en las dendritas de neuronas que han

sido activadas por algun estimulo (Bramham et al., 2008; ver figura 10).

Por dltimo, en base a los resultados observados en este trabajo, podemos proponer la
realizacion de experimentos posteriores por medio de los cuales se demuestre que
ambas proteinas (ERK1/2, Arc) son necesarias para que la formaciéon de memorias
gustativas seguras o aversivas ocurra. Utilizando metodologias que incluyan el
bloqueo de la funcién de ambas proteinas, por medio de la microinyeccién de
oligonucledtidos antisentido para Arc o de inhibidores de la via de ERK (tales como,
PD098059 o U0126), tanto en la CI como en la AMY, podremos observar si este
bloque impide la formacién de la memoria gustativa, lo que sugeriria una
participacion clave de ambas proteinas en el procesamiento de la informacién. De
igual forma, podemos sugerir la administracion de farmacos que inhiban la
polimerizacién de filamentos de actina o microtubulos (tales como latrunculina o

colchicina respectivamente), o farmacos que estabilicen filamentos de actina (como



jasplakinolida) para poder establecer cambios estructurales que ocurren durante el

aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo o del CAS.
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Figura 10. Integracién de los eventos moleculares que ocurren en la CI y en la AMY durante el

Espina
dendritica

aprendizaje de un estimulo gustativo nuevo y durante el CAS. La exposicién a un estimulo gustativo
nuevo induce la liberacién de diferentes neurotransmisores como Ach y Glu, y la secrecién de factores
de crecimiento como BDNF en la CI (1). Estos actuaran a través de sus receptores post-sindpticos, el
resultado sera un flujo de calcio extracelular o la liberacién de calcio desde almacenes intracelulares
y la activacién de cascadas de sefalizaciéon involucrando segundos mensajeros como el AMPc y la
activacién de proteinas cinasas como PKA, ERK o CamKII (2). En el caso de ERK, ésta puede
translocarse al ntucleo y activar factores de transcripcién, como Elk-1, CREB o SRF, que al activarse
se uniran a regiones promotores (CRE, SRE) de distintos genes, siendo uno de ellos arc (3). Una vez
que la transcripcién génica se ha activado, comenzara la sintesis de distintos mRNA y en el caso de
arc su mRNA sera transportado a dendritas de neuronas que han sido estimuladas por el aprendizaje
(4). Al llegar el mRNA a estos sitios dendriticos comenzara la traduccién local de la proteina Arc que
junto con otras proteinas seran las encargadas de provocar los cambios estructurales (expansiéon de la
densidad post-sindptica, aumento de espinas dendriticas por medio de la estabilizaciéon de F-actina)
necesarios para que ocurra la consolidaciéon de la memoria (5). En la AMY, cuando el estimulo

gustativo comienza a ser asociado con un estimulo visceral se induce la liberacion de



neurotransmisores como el Glu y la secrecién de factores de crecimiento como BDNF (6). El1 Glu
activara receptores NMDA los cuales provocaran un incremento en la concentracién de Ca2+, el cual
activara por medio de la cinasa CamKII la via AMPc/PKA/CREB (7); en el caso del BDNF activara
RTK que induciran la activacién de la via PISK (8). Estas cascadas de sefializacién podrian estar
regulando la transcripcion de arc que conduciria a la sintesis y posterior transporte de su mRNA (9) a

dendritas de neuronas recién activadas y la subsecuente traduccién local de la proteina Arc (10).



CONCLUSIONES

En conclusién, la formacién de la memoria gustativa involucra mecanismos celulares
que permiten su almacenamiento de forma eficiente para contribuir a la
sobrevivencia de los organismos. Usando los paradigmas de aprendizaje gustativo
nuevo y de CAS, describimos los perfiles temporales de la fosforilaciéon de ERK y en
la expresiéon de Arc durante la formacién de una memoria gustativa segura y una
memoria asociada a aversion. Con base en nuestros resultados, podemos sugiere un
papel de Arc en la AMY durante la adquisicion del CAS; y que la actividad
coordinada de ERK y Arc ocurre solo en la CI y no en la AMY durante el aprendizaje
de un estimulo gustativo nuevo. Ademas, estos resultados nos permiten aportar
elementos a la integracion de un modelo que describa los mecanismos celulares

necesarios para que la informacién sea almacenada.

En este trabajo se corrobora que la CI participa en el procesamiento y
almacenamiento de la informacién acerca de nuevos sabores, y la identificacion de
cascadas de senalizacién intracelulares que toman parte en dicho proceso. Por otro
lado apoya los trabajos en los que se observa que la AMY estara involucrada en el
procesamiento de la informacién una vez que se incorpore un componente emocional

a dicho procesamiento.

Estos datos nos ayudaran al entendimiento de la regulacion molecular que existe
durante el procesamiento de la informacion en diferentes tipos de memoria
dependiendo de su localizacién en los sustratos neuronales. Ademas nos acerca a
una descripcion cada vez mas detallada de los eventos moleculares que subyacen la

formacién de la memoria.



Ach
AKT
AMY
AMPc
Arc

BLA
BDNF

CaMKII

CAS
CEA
c-fos
CI
CRE
CREB

EC
ElI
Elk-1
ERK

GTP
Glu

IEG
LiCl
LTP

ABREVIATURAS

acetilcolina

proteina cinasa, del inglés transforming AK strain

amigdala, del inglés amygdala

adenosin monofosfato ciclico

proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad, del inglés
activity-regulated cytoskeleton-associated

amigdala basolateral, del inglés basolateral amygdala

factor neurotrofico derivado del cerebro, del inglés brain-derived
neurotrofic factor

cinasa dependiente de CaZ*/calmodulina, del inglés Caz*/calmodulin-
dependent protein kinase II

condicionamiento de aversién al sabor

amigdala central, del inglés central amygdala

gen de expresion temprana

corteza insular

elemento de respuesta a AMPc, del inglés cAMP response element
proteina de union a CRE, del inglés cAMP response element binding
protein

estimulo condicionado

estimulo incondicionado

factor de transcripcion, del inglés Ets-like transcription factor
cinasa regulada por senal extracelular, del inglés extracellular signal-
regulated kinase

guanina 5' trifosfato, del inglés guanosine triphosphate

glutamato

genes de expresion temprana, del inglés Immediate-early genes
cloruro de litio

potenciacion a largo plazo, del inglés long-term potentiation



MAPK

MEK
mRNA
NMDA
NMDAr
NTS
PBN
PI3K
PKA
PKC
Raf
Ras
RTK

SDS
SRE
SRF

cinasa activada por mitégeno, del inglés mitogen-activated protein
kinase

cinasa de ERK/MAPK, del inglés MAP/ERK kinase

acido ribonucleico mensajero, del inglés messenger Ribonucleic acid
N-metil D-aspartato,

receptores N-metil D-aspartato

nucleo del tracto solitario

nucleo parabraquial, del inglés parabrachial nucleus

cinasa de fosfoinositido-3, del inglés phosphoinositide 3-kinase
proteina cinasa A, del inglés cAMP-dependent protein kinase
proteina cinasa C, del inglés protein kinase C

proteina cinasa

GTPasa monomérica

receptores con actividad de cinasa de tirosina, del inglés receptor
tyrosine kinase

duodecil sulfato de sodio, del inglés sodium dodecyl sulfate
elemento de respuesta a suero, del inglés serum response element

factor de respuesta a suero, del inglés serum response factor
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