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I Resumen

A partir de un estudio realizado por Nader y colaboradores (2000), en el cual muestra
coémo el trazo de memoria es susceptible de ser modificado cuando es reactivado, el
campo de la memoria ha incrementado su interés por el estudio de la consolidacion.
Esta teoria se basa en la hipotesis que para estabilizar el trazo de memoria creado a
partir de informacidn novedosa, se necesita del proceso de sintesis de nuevas proteinas.
Al ser reactivado, el trazo de memoria ya estable se vuelve susceptible de ser
modificado y necesita otra vez de sintesis de nuevas proteinas para re-estabilizarse.

El fendbmeno de la re-consolidacion se observa en diversos estudios y se han propuesto
pardmetros para lograr afectar el trazo de memoria utilizando diversas aproximaciones.
Algunas de ellas son los inhibidores de la sintesis de proteinas; inhibidores de la
degradacion de proteinas por el sistema ubiquitina-proteosoma -un complejo
proteolitico multiproteico- o agregando nueva informacion a la ya existente. Los
métodos anteriores necesitan que el trazo de memoria sea reactivado para volverlo
vulnerable.

En el campo de la re-consolidacién de la memoria se ha propuesto que este proceso es el
curso de accién del sistema para actualizar un trazo de memoria. La actualizacion de la
memoria se ha definido como el proceso por el cual un organismo agrega nueva
informacion a un trazo mnémico anterior el cual depende de una nueva sintesis de
proteinas para re-estabilizarse.

Ademas, se ha propuesto que la degradacién de proteinas mediante el proteosoma es el
mecanismo molecular mediante el cual se lleva a cabo la desestabilizacion del trazo de
memoria cuando es reactivado.

Para probar esta hipotesis se utilizé el paradigma de condicionamiento de aversion a los
sabores (CAS), donde se asocia un estimulo condicionado (sacarina), a uno
incondicionado (malestar gastrico inducido por LiCl) donde el animal, posteriormente,
asocia las propiedades del malestar gastrico con el sabor de la sacarina. Se inyecto en la
corteza insular el farmaco lactacistina, el cual es un inhibidor del proteosoma; fue en esa
estructura por ser de las principales regiones cerebrales que han sido asociadas al
procesamiento del CAS.

El estudio se realiz6 con dos grupos de ratas; el primer grupo es el grupo control y el
segundo fue el experimental. EI primer dia se realiz6 un entrenamiento de CAS a los
dos grupos; en el segundo dia se inyectd en la corteza insular lactacistina al grupo
experimental o solucion vehiculo al grupo control; posteriormente, se realizd un
segundo entrenamiento de CAS. En el dia 4 se presento solo la sacarina a los dos grupos
y los animales inyectados con lactacistina no adquirieron el segundo CAS.

Los resultados muestran evidencia de que se tienen que degradar proteinas por el
sistema de ubiquitina-proteosoma para incorporar nueva informacion a un trazo de
memoria previa.



Il Introduccion

El aprendizaje y la memoria nos permiten adaptarnos a nuestro entorno; con ellos
incorporamos informacion del mundo, desde algebra, manejar, andar en bicicleta o el
significado de la palabra “mam4d”; la memoria nos permite vivir, tener pasado y futuro y
no existir en el presente perpetuo.

Se tienen casos en los cuales, ante la extirpacion bilateral de hipocampos por un caso
grave de epilepsia como en el caso de H.M., era incapaz de almacenar nueva
informacidn. Casos como éste y otros mas descritos en articulos de investigacion y en
libros, como en el del psiquiatra Oliver Sacks y el investigador Antonio Damasio
(Damasio, 2007; Sacks, 2001; Sacks, 2002) o las investigaciones de Luria (1973),
aportan evidencias contundentes sobre la relacién que existe entre los procesos
cognitivos y la integridad del cerebro. Las lesiones en alguna zona del cerebro tendran
como consecuencia fallas en un proceso cognitivo determinado.

El caso de Phineas P. Gage ocurrido en 1848, es descrito por Damasio en su libro El
error de Descartes (Damasio, 2007). En este caso la lesion causada por una barra de
metal que entra en forma ascendente por la mejilla, atravesando la zona frontal del
cerebro y perforando la parte superior del craneo, trae repercusiones sobre la
personalidad de Gage. Harlow, el médico que atendi6 a Gage, reportd que horas después
del incidente, Gage recordaba el incidente y que lo contaba a los presentes. Veinte afios
después Harlow realiz6 un reporte del caso de Gage. En este reporte escribe las
caracteristicas de su paciente después de recuperarse:

“Puede ver, oir, palpar sin sufrir parélisis en ninguno de sus miembros ni en la
lengua. Habia perdido acuidad en la visién del ojo izquierdo, pero el derecho
estaba intacto. Caminaba con firmeza, movia las manos con habilidad y no
presentaba dificultades linguisticas ni idiomaticas. Sin embargo, nos dice
Harlow, se destruyd "el equilibrio entre sus facultades intelectuales y sus
inclinaciones animales". Los cambios se hicieron patentes apenas terminé la fase
aguda de su lesion cerebral. Ahora era "impredecible, irreverente, dado a las
expresiones mas groseras (lo que antes no habia sido su costumbre), manifestaba
poca o ninguna deferencia hacia su projimo; incapaz de contenerse o de aceptar
un consejo si se oponia a sus deseos inmediatos, mostraba, junto a una porfiada
obstinacion, una conducta caprichosa y vacilante; fantaseaba con un futuro
improbable, armando castillos en el aire que abandonaba apenas esbozados.
Nifio en sus manifestaciones y capacidades intelectuales, tenia las pasiones
animales de un adulto fuerte”. Se recomendaba a las damas no acercarse para
evitar ser insultadas por su lenguaje vulgar. Las enérgicas admoniciones de
Harlow no tuvieron ningun efecto. Su personalidad cambid tan brutalmente que
parientes y amigos apenas lo reconocian. Con tristeza, veian que "Gage ya no era
Gage".” Pagina 28, Damasio (2007).

Otra caracteristica de Gage después del accidente fue el desarrollo de gran apego por
cosas y animales, algo que Harlow llam¢6 “conducta de coleccionista”. El caso de Gage



muestra como la alteracion de la zona frontal del cerebro tiene relacion con la
personalidad, sobre todo en su capacidad para manejar la inhibicion en situaciones
sociales.

Un estudio clasico en el que se encuentran relaciones entre lesiones de partes del
cerebro y fallas en procesos cognitivos, es el descrito por Paul Broca en 1861. En este
estudio muestra como un paciente con dafio en el tercio posterior del giro frontal
inferior presentaba un perturbacion motora severa del lenguaje (Luria, 1973) lo que
después se conoceria como “Afasia de Broca”, en honor a su descubridor.

Como se menciono anteriormente la relacion entre la integridad del cerebro y los
procesos cognitivos es el caso de H.M. Antes de la aparicion de este caso, por
influencia de Lasheley, se creia que la memoria estaba distribuida por la corteza e
integrada con las funciones preceptiales e intelectuales (Squire, 2009). Después del
estudio de este caso, se dio un cambio en la percepcion del proceso de la memoria, dado
que con dicho caso se concluye que hay ciertas partes del cerebro que se encargan de
procesar la memoria. A partir de la descripcion de este caso, el procesamiento de las
funciones preceptdales e intelectuales se separan de la memoria al menos hasta cierto
grado (Squire, 2009).

Con el nacimiento de las neurociencias se ha logrado un enfoque multidisciplinario que
ha enriquecido nuestro entendimiento de los fendmenos cognoscitivos, asimismo,
disciplinas como la biologia y la quimica han revelado los mecanismos fisioldgicos que
subyacen a los procesos cognoscitivos.

Procesos como la consolidacion de la memoria descrita por primera vez en 1900, han
sido investigados con mayor profundidad. Ahora se sabe que dos de sus componentes
son: el subproceso de sintesis de nuevas proteinas y el subproceso de degradacion de
proteinas; ambos forman parte de la reorganizacion que sucede en el sistema nervioso al
almacenar nueva informacion.

En el esfuerzo por comprender mejor el proceso de re-consolidacion en nuestro
laboratorio estudiamos el sistema ubiquitina proteosoma (UPS), el cual es un
mecanismo molecular involucrado en la memoria.

111 Antecedentes

3.1 Memoria

La memoria se define como el proceso cognitivo mediante el cual se adquiere, se
almacena y se recupera la informacion derivada de la experiencia (Kandel et al., 2000).
La memoria se ha categorizado en los subprocesos de adquisicion, consolidacion y
evocacion. La adquisicion es el subproceso por el cual la nueva informacion se
transforma en el trazo de memoria mediante la codificacion de la informacion quimica,
electromagnética o mecanica por los oOrganos sensoriales (Dudai, 2002). La
consolidacién es la estabilizacion progresiva del trazo de memoria que viene después de
la adquisicién (Dudai, 2004a) y la evocacion es el subproceso por el cual un organismo
usa la informacién adquirida.



Sin embargo, nuevos estudios (Bekinschtein, et al., 2007; Nader, 2010), sugieren la
existencia de mas subprocesos de la memoria, como el mantenimiento y la re-
consolidacion.

El mantenimiento es el subproceso por el cual la memoria a largo plazo se mantiene por
periodos largos de tiempo en comparacion con la memoria a corto plazo. Debemos
recordar que los periodos de duracion de un tipo de memoria no son claros y a veces
son arbitrariamente determinados por el experimentador. Concretamente, el proceso de
mantenimiento refiere a la presencia de sintesis de nuevas proteinas, entre ellas, la
proteina Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), que esta asociada al
crecimiento neuronal después que la memoria a largo plazo ha sido formada doce horas
después de terminado el condicionamiento (Bekinschtein, et al. 2007). Estos procesos
de sintesis de proteinas y de requerimiento de BDNF ya se habian observado
inmediatamente después de que la memoria se ha formado (Bekinschtein, et al. 2007).

Aunque la consolidacion y mantenimiento comparten mecanismos moleculares, hay que
hacer notar que la diferencia radica en que, el proceso de sintesis de proteinas después
de haber formado el trazo de memoria, sucede nuevamente 12 horas después, siendo
esto lo que los investigadores llamaron mantenimiento.

Al inhibir la sintesis de proteinas 12 horas después del entrenamiento, se afecta la
persistencia del trazo de memoria a los 7 dias, pero no a los 2 dias. Indicando que el
evento de sintesis de proteinas post formacién del trazo de memoria sirve para que la
memoria persista por mas tiempo y difiere del evento de estabilizacion del trazo de
memoria reciente. (Bekinschtein, et al., 2007).

Finalmente la re-consolidacién de la memoria es el subproceso mediante el cual el trazo
de memoria ya estabilizado entra en un estado de vulnerabilidad después de ser
reactivado; una vez reactivado el trazo de memoria, éste es re-estabilizado mediante la
sintesis de nuevas proteinas (Nader, 2010).

3.2 Consolidacién

Hasta 1880 los estudios sobre memoria se basaban en la introspeccion y eran sobre todo
filosoficos. Para esos afos, en Alemania tres psicologos estudiaron la memoria con un
enfoque cientifico. Uno de ellos fue Hermann Ebbinghaus quien realiz6 estudios sobre
la memoria usando listas de silabas en 1885, (citado en Lechner et al., 1999) que
posteriormente fueron retomadas por Mdller y Pilzecker. Estos estudios, realizados
entre 1892 y 1900, consistieron en una monografia de 300 paginas y fueron publicados
en 1900 (citado en Lechner et al., 1999). Dichos autores realizaron estudios en los que
presentaban a voluntarios listas de silabas sin sentido y tenian que asociar pares de
silabas. En tales experimentos encontraron que habia una persistencia de ciertas silabas
que no sélo estaban presentes en las respuestas de su clave asociada, sino también en
otras claves. Asimismo, observaron que la persistencia disminuia con el tiempo.

Con la observacion de este fenémeno concluyeron que hay duraciones diferenciales en
los recuerdos de las silabas, proponiendo que la persistencia era resultado de la
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actividad cerebral que codificaba la memoria asociativa y sugirieron que el fenémeno
de persistencia funcionaba como memoria a corto plazo. Fue asi como Miller y
Pilzecker (citado en Lechner, et al., 1999) postularon que la perseveracion, es decir, la
tendencia a mantener presente silabas previamente presentadas en otras tareas, también
podria ser necesaria para el fortalecimiento de la asociacion entre silabas, dando pie al
descubrimiento de la inhibicidn retroactiva y el fendmeno de la consolidacion.

La inhibicion retroactiva significa que cuando observaron el recuerdo de la informacion
presentada primero (Ilamémosle lista A), disminuia después de ser presentada otra lista
de palabras (lista B), y sefialaron que esto era probable que se debiera a que, la segunda
lista interferia con los procesos fisiologicos responsables del fortalecimiento de
asociacion entre las silabas de la primera lista y debilitaba la tendencia a perseverar
dentro del sistema nervioso de la primera lista.

Miller y Pilzecker (citados en Lechner, et al., 1999), sefialaron que el poder de
interferencia de la nueva informacion sobre la informacién pasada tiene una relacion
inversamente proporcional con el tiempo, postulando que la memoria deberia de
consolidarse dentro de los primeros 10 minutos, ya que los errores cometidos por los
sujetos del experimento eran pocos en comparacion con tiempos anteriores, por lo tanto
la informacién después de haber pasado 10 minutos se consideraba estable a largo
plazo. Con lo anterior aportaron evidencia de la distincion entre memoria de corto plazo
y memoria de largo plazo.

Después de la publicacion de la monografia de Muller y Pielzecker, se notd que ésta
hipotesis daba cuenta del fendmeno de amnesia retrograda (McGaugh, 2000). La
hipétesis fue ignorada por casi cincuenta afios, hasta que dos estudios mostraron cdmo
choques electroconvulsivos causaban amnesia retrdgrada en ratones (McGaugh, 2000).
En 1949, Donald Hebb (citado en Lechner, et al., 1999), aportd un postulado a la teoria
dual de la memoria, la cual propone que la memoria a corto y largo plazo son
independientes. Este postulado le adjudica a la memoria a corto plazo la actividad de
reverberacion dentro de los circuitos neuronales locales como el sustrato de la memoria.
Este efecto de reverberacion produciria cambios estructurales en la sinapsis y en la red
que reverbera hasta que ocurra el crecimiento y la memoria sea almacenada por mas
tiempo (Dudai, 2002). Siendo éste el supuesto clave de la teoria dual de la memoria:
algin cambio era requerido entre las uniones de las neuronas para estabilizar el trazo de
memoria (Rodriguez J. C., et al., 2007; Brown, et al., 2003). EI mecanismo propuesto
por Hebb permitiria que un trazo de memoria a corto plazo inestable fuera seguido por
un trazo de memoria a largo plazo estable (Rodriguez J. C., et al., 2007; Dudai, 2004 a).
Este razonamiento cambi6 la forma de estudiar la consolidacion de la memoria, ya que
implicaba la ocurrencia de cambios en la sinapsis a corto plazo, induciendo
reestructuracion morfoldgica y/o quimica, permitiendo que el trazo de memoria se
almacenara a largo plazo. Este ultimo postulado sugeria la participacion de sintesis de
proteinas en la estabilizacion de la memoria, que después se comprobo
experimentalmente (Arganoff, et al., 1965; Flexner 1963 citado en Lechner, et al.,
1999). Aunado a la implicacion del postulado de Hebb, habia la creencia de que la
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memoria de alguna forma podia depender de acidos nucleicos o proteinas (Flexner, et
al., 1962).

Entre estos estudios donde se inhibia la sintesis de proteinas para poner a prueba la
naturaleza biogquimica de la consolidacion, esta el realizado por Flexner en 1963 (citado
en Lechner, et al.,, 1999). En tales experimentos se inyectaron intracerebralmente
(directamente en el hipocampo y en las zonas temporales adyacentes), o sistémicamente
inhibidores de la sintesis de proteinas minutos después del aprendizaje.

Se encontrd que el bloqueo de la sintesis de proteinas interfirié con la consolidacion de
la memoria, sin intervenir en la percepcion o en la evocacion de la memoria de largo
plazo, una vez consolidada la memoria (Dudai, 2004a).

El término consolidacion se refiere a dos procesos:

El primero —consolidacion sinéptica- se lleva a cabo en las sinapsis que almacenan las
representaciones dependientes de experiencia (Dudai, 2004a).

El segundo proceso —consolidacion de sistemas- lleva semanas, meses 0 afios en
completarse (Dudai, 2004a). Se cree que la consolidacién involucra la reorganizacion
de los sistemas cerebrales que almacenan la memoria y en el curso, el trazo se puede
trasladar a otras &reas cerebrales dependiendo de los circuitos que estuvieron
involucrados en su almacenamiento (Dudai, 2004a). Asi es como la memoria deja de ser
dependiente de hipocampo.

De acuerdo a esta serie de estudios, la diferencia entre memoria a corto plazo y
memoria a largo plazo radicaba en que sélo la memoria a largo plazo pasa por la
consolidacién (Dudai, 2004b), el cual es un proceso que permite la estabilizacion del
trazo de memoria y lo hace perdurar en el tiempo. Es por este proceso que la memoria a
corto plazo, a diferencia de la memoria a largo plazo, decae rapidamente (Lechner, et
al., 1999).

La evidencia anterior nos sugiere que sin el evento de estabilizacion, la informacién no
seria duradera y/o seria propensa a ser alterada. Sin embargo, uno de los principales
argumentos en contra de los estudios con inhibidores de la sintesis de proteinas son los
efectos inespecificos que causa la infusion de inhibidores de la sintesis de proteinas, que
podrian dar cuenta del efecto sobre la memoria.

Se ha reportado que la inyeccion de estos farmacos puede causar actividad neuronal
anormal y alteraciones en la liberacion de neurotransmisores (Gold, 2008). Algunos de
estos efectos podrian afectar el funcionamiento normal de las células, observandose un
efecto parecido a la amnesia.

La pregunta gque surge ante ésta evidencia es: ¢es éste procedimiento un artefacto? Es
decir, una inhibicién de la sintesis de proteinas es inespecifica y no permite discernir
entre los efectos secundarios y los mecanismos bioquimicos de la memoria. Otro punto
importante de estos estudios es que la evidencia no puede diferenciar entre déficits en la
evocacion de la memoria y el almacenamiento de la informacion. No se puede
diferenciar entre estos estudios porque hay dos explicaciones ortogonales. Si la postura
sobre déficits en el almacenamiento es correcta, entonces no deberia de ocurrir
recuperacion de la memoria, pero se podria argumentar que las claves adecuadas para
promover el recuerdo no han sido usadas.
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Es por esto que un equipo de investigacion resolvio el problema, inclinando la balanza
hacia el lado del almacenamiento y no en la evocacion de la informacién (Hardt et al.,
2009). Este grupo de investigadores disefiaron un experimento, con el cual proponen
diferenciar entre dos los eventos de amnesia inducida y ausencia de recuperacion de la
informacion. Para esto, los autores sugieren que el experimento debe tener las
caracteristicas de poder diferenciar empiricamente, entre el efecto amnésico y fallas en
la recuperacién de la informacion. La diferenciacion empirica entre ambos procesos
debe estar equipada de tal forma que, las predicciones entre ambos procesos sean
contrarias.

En este paradigma toman como punto de partida el hecho de que los receptores al
neurotransmisor glutamato NMDA (N-metil D aspartato), son necesarios para aprender
el primer ensayo del paradigma conductual de condicionamiento contextual al miedo,
pero no el segundo.

Para abordar este problema este grupo de investigadores bloquearon la actividad de los
receptores NMDA, con el farmaco AP5, un antagonista de estos receptores. Las
predicciones para la propuesta tedrica que apoya la postura que el fenémeno es
producto de la amnesia son: si los procedimientos experimentales provocan amnesia,
entonces la informacién del primer ensayo no estara disponible en el segundo ensayo.
Experimentalmente, se observard que si hay amnesia, entonces la administracion de
AP5 bloqueara el aprendizaje del segundo ensayo. Esto se probd en el paradigma de
condicionamiento al miedo en que se mide la conducta de congelamiento.

Como se muestra en la Figura 1, la administracién de AP5 afecta el almacenamiento
del primer ensayo (grupo AP5/Veh), pero no del segundo ensayo (grupo Veh/AP5), y
bloguea el almacenamiento de ambos ensayos en el grupo que se le administrd AP5 las
2 veces (grupo AP5/APS5), indicando que los efectos sobre el almacenamiento por
inhibicidn de los receptores NMDA por AP5 es selectiva del primer ensayo.
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Figura 1. En la parte superior se muestra el diagrama del experimento (A). Los
animales fueron inyectados con AP5 o solucién vehiculo (Veh) después de ser
entrenados en el paradigma conductual de condicionamiento contextual al
miedo. Los animales fueron inyectados nuevamente con AP5 y Veh 5 dias
después antes del segundo entrenamiento y los resultados se observan en (B).
Los animales inyectados con AP5 muestran problemas en el almacenamiento
del primer ensayo, grupos AP5/Veh y AP5/AP5. Cinco dias después, se repitid
el mismo procedimiento pero en un contexto diferente. Los resultados se
muestran en (C). La inyeccion de AP5 no afecta a los grupos con memoria
intacta del primer ensayo, pero afecta de nuevo a los animales con amnesia del
primer ensayo, grupos Veh/AP5 y AP5/APS5 correspondientemente. (Modificada
de Hardt, et al., 2009)

Posteriormente, los investigadores repitieron el experimento anterior pero
usando anisomicina un inhibidor de la sintesis de proteinas con la caracteristica
de tener efectos amnésicos. Como se observa en la Figura 2, la inyeccion de
anisomicina vuelve susceptible al animal a los efectos del AP5, al momento del
segundo ensayo (grupo ANI/APS), indicando que los efectos de la anisomicina
son amnésicos, ya que si la informacion del primer ensayo estuviera presente, la
inyeccion de AP5 en el segundo ensayo no tendria efecto.
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Figura 2. En la parte superior se muestra el diagrama del experimento (A). Los
animales fueron inyectados con anisomicina o solucion vehiculo después de ser
entrenados en el paradigma conductual de condicionamiento contextual al
miedo. Un dia después, se realizo lo prueba y los resultados se observan en (B).
Los grupos inyectados con anisomicina muestran amnesia del primer ensayo,
grupos ANI/Veh ANI/APS. Cinco dias después, se inyectdé AP5 o solucion
vehiculo antes de ser entrenados en el paradigma de condicionamiento
contextual al miedo pero en un contexto diferente. Los resultados se muestran
en (C). Los animales inyectados con anisomicina en el primer ensayo son
susceptibles a los efectos de AP5 en el segundo ensayo, grupo ANI/APS.
(Modificada de Hardt, et al., 2009)

Como mencionamos anteriormente, la infusion APV que bloquea sélo la adquisicion
del primer entrenamiento del condicionamiento al miedo se muestra este efecto en
animales previamente inyectados con anisomicina, son concluye que los efectos de la
inyeccion de anisomicina sobre la memoria son en el almacenamiento de la
informacion.

En cuanto a la aplicacion de estos conocimientos en el campo de la salud, el interés
principal se da por el gasto que eroga el Estado en la cura de las enfermedades que
causan estrés post traumatico, las adicciones o las fobias; los profesionales en la salud,
entre ellos los médicos, psiquiatras, psicologos y psicoterapeutas son los mas
interesados en la susceptibilidad de la alteracion de la memoria. En el futuro, esta linea
de investigacion podria ser usada en el tratamiento de padecimientos de memoria,
mejorando la calidad de vida de los individuos.

AN
AP5
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3.3 Re-consolidacion

En los Gltimos afos se ha renovado el interés por el estudio de la etiologia de la amnesia
y de la consolidacion, debido al descubrimiento en donde los trazos de memoria son
susceptibles de ser modificados al ser reactivados (Nader, et al., 2000; Artinian, et al.,
2008; Lee, 2008a; Lee, et al., 2008b). Especificamente, el estudio realizado por Nader y
colaboradores en el 2000, en el que usaron el paradigma de condicionamiento auditivo
al miedo, devolvio el interés sobre el estudio de la naturaleza de la consolidacion.

En este estudio muestran que una memoria ya consolidada se vuelve susceptible a los
efectos amnésicos de los inhibidores de la sintesis de proteinas al reactivar la memoria.
La memoria es reactivada al presentar el estimulo condicionado. En la Figura 3 se
muestra como el trazo de memoria es vulnerable a los efectos de la anisomicina, un
inhibidor de la sintesis de proteinas, s6lo cuando se presenta el tono, que funge como
estimulo condicionado.
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Figura 3. Los grupos estan divididos en liquido cefalorraquideo artificial y se
muestran en cuadrados (ACSF 0.5 microlitros por cada lado), en triangulos
anisomicina en concentracion baja (6.2 microgramos por cada 0.5 microlitros
por cada lado) y en circulos anisomicina en concentracién alta (62.5
microgramos por cada 0.5 microlitros por cada lado). En la parte de arriba se
muestra el esquema del experimento (A). Entrenan a los animales en la tarea de
condicionamiento de auditivo al miedo, 24 horas después realizan la prueba
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que consiste en poner al animal en la caja en la que fue entrenado y presentar
el tono, 24 horas después realizan la segunda prueba. En (B) observamos los
resultados de la primera prueba y las graficas estdn en porcentaje de
congelamiento. Se presentan las mediciones para antes del estimulo
condicionado (blanco) y después del estimulo condicionado (negro) No se
observan diferencias entre los grupos indicando que todos los grupos
adquirieron el ensayo, al tener un porcentaje de congelamiento mayor después
de la presentacion del estimulo condicionado. En (C) se muestra que sélo los
animales inyectados con una dosis alta de anisomicina presentan amnesia del
condicionamiento En (D) se muestra el esquema del experimento dos que sélo
difiere del primero, en que no se presenta el tono al momento de la prueba. Los
resultados de este experimento se muestran en (E). No hay diferencias entre los
grupos, indicando que la inyeccién de anisomicina no causa amnesia del primer
ensayo, si no se presenta el estimulo condicionado (Modificada de Nader, et al.,
2000)

Este tipo de estudios involucraron en un principio el uso de inhibidores de la sintesis de
proteinas con la reactivacion de una conducta previamente consolidada. Al principio de
esta nueva serie de estudios se creia que la re-consolidacion era una recapitulacion de la
consolidacién, pero como lo han demostrado diversos trabajos, entre ellos los de
Berman, et al (2001) y Lee, et al (2004), no s6lo son molecularmente diferentes, sino
que el periodo de decaimiento de la plasticidad también es diferente (Nader, 2009), es
decir, la evidencia sugiere que, la consolidacion perdura por méas tiempo que la re-
consolidacion.

Un gran numero de experimentos relacionados con la re-consolidacion se han realizado
con diferentes organismos: nematodos, ratas, humanos, pollos, caracoles; con diversos
protocolos conductuales, entre ellos, el condicionamiento auditivo al miedo, memoria
espacial, condicionamiento clasico, habituacion y con diferentes farmacos: inhibidores
de la sintesis de proteinas, antagonistas de los receptores no-NMDA a glutamato,
antagonistas de los receptores NMDA, interferencia por medio de nuevo aprendizaje,
inhibidores de la sintesis de RNA, transgénicos de Zif 268 (Nader, 2009), lo que indica
que la re-consolidacion es un proceso general de las memorias, pero que requieren de
ciertas condiciones para que se lleve a cabo. En nuestro laboratorio se han realizado
experimentos para evaluar la consolidacién y re-consolidacion usando el paradigma de
condicionamiento de aversion a los sabores (Garcia de la Torre, et al., 2009).

3.3.1 Condicionamiento de aversion a los sabores y re-consolidacion

El condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) es un condicionamiento clésico,
el cual consiste en asocia r un sabor con malestar gastrico (Bermudez-Rattoni, 2004).
Una de las ventajas metodoldgicas que presenta el CAS es que se pueden asocia r los
estimulos hasta con cuatro horas de diferencia en la presentacion; se puede lograr una
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aversion fuerte con sélo un ensayo y las vias de procesamiento han sido descritas en
varios estudios anatomicos y neurofisiologicos (Bermudez-Rattoni, 2004).

La forma de medir el CAS es con el volumen de consumo por la rata del sabor aversivo
en porcentaje del volumen consumido por una linea base. La inyeccion de LiCl
intraperitonialmente, hace que el consumo del sabor disminuya (Bermudez-Rattoni,
2004). Una de las estructuras reportadas que contribuyen en el procesamiento de la
memoria de sabores es la corteza insular (Bermudez-Rattoni, 2004) y también se ha
descrito su participacion en la consolidacion y re-consolidacion del CAS (Garcia de la
Torre, et al., 2009), se ha probado que la inhibicion de proteinas en esta estructura
afecta la re-consolidacion del CAS (Garcia de la Torre, et al. 2009) y cuando se inhibe
conjuntamente la sintesis de proteinas en la amigdala central y la corteza insular se
afecta la consolidacion del CAS (Garcia de la Torre, et al. 2009), (Figura 4).

3.3.1.1 Procesamiento del sabor

El procesamiento del sabor inicia con la transduccion quimica del sabor en la cavidad
bucal, a partir de los 200 ms la rata puede discriminar entre un nuevo sabor y agua
(Bermudez-Rattoni, 2004). La via que sigue el procesamiento del sabor a partir de la
lengua, transmite la informacion hacia la parte rostral del nucleo del tracto solitario
mediante los pares craneales VII (facial), 1X (glosofaringeo) y desde la laringe y faringe
a través del nervio X (vago). Las neuronas del nucleo del tracto solitario proyectan de
forma ipsilateral a la zona posteromedial del nucleo parabraquial (PBN); de este nucleo
salen proyecciones al hipotalamo lateral, la amigdala central y basolateral y el nicleo
ventroposteriomedial del hipotdlamo que proyecta a la corteza insular. Aunado a las
proyecciones antes mencionadas, del PBN, existe transmision de informacion a la zona
parvocelular de la parte de ventroposteromedial del talamo (VPM). Del VPM salen
fibras que proyectan a la corteza insular. EI nucleo basal magnocelular manda
aferencias colinérgicas a la amigdala y a la corteza insular (Bermudez-Rattoni, 2004).

3.3.1.3 Procesamiento del malestar gastrico

Hay dos formas posibles de procesamiento del malestar. La primera es mediante el
nervio vago, y es un malestar directamente inducido sobre la viscera. La segunda se
detecta por via sanguinea y llega al area postrema, area con una barrera
hematoencefalica con mayor permeabilidad que la mayoria de las areas cerebrales; de
ahi emergen proyecciones hacia la zona caudal del nucleo del tracto solitario, las dos
vias llegan a la parte caudal del nucleo del tracto solitario, a la parte lateral del nlcleo
parabraquial, la amigdala central y el nicleo paraventricular del hipotalamo.
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3.3.1.4 Integracion de los estimulos condicionado e incondicionado

La base de las modificaciones de las respuestas neuronales al estimulo condicionado
después del CAS, son los cambios plasticos en las neuronas, que resultan de la
asociacion entre el estimulo condicionado y el incondicionado (Yamamoto, et al.,
2007).

Ambos estimulos convergen en estructuras afines, en donde se podria dar la asociacion
del malestar gastrico con el sabor formando el trazo de memoria. Algunas de esas
estructuras son el nucleo de parabraquial, el nucleo del tracto solitario, la corteza
entorrinal y la cortea frontal. Sin embargo, la corteza insular se ha probado como
especifico de este tipo de memoria.

Se ha establecido que el procesamiento del malestar gastrico es dependiente de la
amigdala (Bermudez-Rattoni, 2004) y que el procesamiento del sabor e integracion de
los estimulos se da en la corteza insular (Bermldez-Rattoni, 2004). Lo cual se describe
a continuacion

3.3.1.5 Corteza insular y amigdala

La corteza insular se clasifica en tres regiones por su citoarquitectura: granular,
disgranular y agranular. Cada una de ellas se divide en tres capas: la superficial, la
media e interna, siendo ésta la capa mas medial.

Ha sido reportada la funcion de la corteza insular en el procesamiento de informacion
gustativa en la rata y también ha sido descrito su papel en la consolidacién del
condicionamiento de aversion al sabor, extincion del CAS y en la atenuacion de la
neofobia (Berman, et al., 2001; Bermudez, 2004; Rodriguez, et al., 2005).

Existe un gran cumulo de evidencia que proviene de diversos métodos que marcan la
importancia de la corteza insular en el CAS. Una muestra son los estudios
electrofisiologicos, como el realizado por Escobar et al., (2000) en el que muestra que
la induccion de LTP en la corteza insular potencia la retencion del CAS.

Estudios con otras aproximaciones muestran que es necesaria la fosforilacion de la
subunidad NR2B del receptor a glutamato NMDA para que se lleve a cabo el
aprendizaje del CAS (Yamamoto, et al., 2007).

Finalmente, un estudio realizado por Shema, et al. (2007) muestra la participacion de la
corteza insular en el almacenamiento de la memoria, al bloguear la actividad de la
PKMZ, que es una isoforma de la proteina cinasa C, involucrada en el mantenimiento
de la memoria. Al bloquear la actividad de la PKMZ, observaron que tenia efecto
amnésico sobre la informacion ya consolidada del CAS (Shema, et al., 2007)

La amigdala es la otra estructura que participa en la memoria de aversién a los sabores,
al procesar la informacion sobre aspectos emocionales en la ingesta de comida y agua.
Se divide en los subnucleos: basal, lateral, central y cortical. La amigdala basolateral,
recibe proyecciones de la corteza piriforme que se dirigen hacia la corteza insular y la
corteza entorrinal. La amigdala central recibe una variedad de aferencias corticales de la
corteza entorrinal, la corteza insular y la corteza perirrinal.
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La amigdala basolateral (BLA) y la amigdala central (CeA), son estructuras con
participacion ya reportadas en el procesamiento de la memoria de sabores;
concretamente, se ha asociado su participacion en el procesamiento del malestar
gastrico (Bermudez-Rattoni, 2004).
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Figura 4. Infusion conjunta de anisomicina en la corteza insular y la amigdala
central en asintota conductual. En la parte de arriba se muestra un esquema del
experimento. Una hora antes del quinto ensayo de CAS se inyectd
simultdneamente liquido cefalorraquideo artificial (circulos) o anisomicina
(triangulos) en la corteza insular y en la amigdala central. La prueba fue hecha
un dia después. La memoria de aversion a los sabores no es afectada por
infusién de anisomicina en la corteza insular y el ndcleo central de la amigdala
cuando no se presenta informacion novedosa. Estimulo condicionado (CS) y
estimulo incondicionado (US); la flecha sefiala el momento de la inyeccion.
Condicionamiento de aversion a los sabores (CTA por sus siglas en ingles:
Conditioned Taste Aversion), inyeccion de anisomicina en la corteza insular y
en la amigdala central (IC&CeA-A), inyeccion de vehiculo en la corteza insular
y la amigdala central (IC&CeA-V) (Modificada de Garcia de la Torre, et al.,
2009).
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La informacion anterior muestra la importancia de los mecanismos moleculares de la
plasticidad cerebral y de como el cerebro estd continuamente remodelandose para
incorporar la nueva informacién derivada de la experiencia, para que constantemente
aprendamos.

Ademas, muestra que el sistema no lleva a cabo siempre el mismo gasto de recursos
necesarios para estabilizar el trazo de memoria. Esto apunta a preguntas sobre ¢cémo
logra el sistema mantener la informacion si se estad remodelando continuamente? ;Qué
mecanismo(s) procesan la desestabilizacién del trazo de memoria? En el apartado
siguiente abordaremos la ultima pregunta y se presentaran uno de los mecanismos de
los que se tiene conocimiento.

En la literatura se ha reportado que la re-consolidacion depende de ciertos parametros,
no basta presentar un estimulo para reactivar la memoria y que entre en un estado de
vulnerabilidad (Forcato et al., 2009).

Recientemente, Forcato y su grupo de trabajo (2009) han propuesto algunos parametros
para que ocurra la re-consolidacién. Estos son:

1.- La vulnerabilidad del trazo de memoria al ser reactivado. Es decir, que sea
susceptible a ser afectado; esto se puede observar si ocurre amnesia o0 la no
incorporacion de nueva informacién al trazo de memoria existente.

2.- La especificidad de la estructura del recuerdo, esto es:

2.1 El estimulo reactivador no debe incluir la respuesta o el reforzador, causando una
discrepancia entre lo obtenido y lo esperado.

2.2 La extension temporal del estimulo reactivador debe inducir re-consolidacion y no
extincion (Pedreira, et al., 2003).

2.3 Como el punto anterior implica que el animal computa un intervalo de tiempo entre
el inicio del estimulo reactivador y su finalizacion, la presentacion del estimulo
reactivador debe detenerse por completo, si no, el estimulo reactivador no podra inducir
re-consolidacion (Pedreira, et al., 2004).

3.- El estimulo reactivador se presenta en el mismo contexto (Nader, 2009), esto es
porque el contexto donde se realiza una tarea conductual es un indicador importante
para esperar el estimulo incondicionado.

Existe evidencia a favor de otro parametro de la re-consolidacion. Esto es, cuando
nueva informacion se incorpora al trazo de memoria ya consolidado para actualizarlo
(Rodriguez Ortiz, et al., 2005). La actualizacion del trazo de memoria requiere de
sintesis de nuevas proteinas para consolidarse. Lo anterior implicaria que la re-
consolidacién subyace a la actualizacion de la memoria. La sintesis de nuevas proteinas
que se presenta al reactivar el trazo de memoria ya consolidado, estabilizaria el trazo de
memoria actualizado, permitiéndole al sistema incorporar informacion. Como mas
adelante veremos, los mecanismos moleculares difieren entre consolidacion y re-
consolidacion.



21

3.3.2 Actualizacién del trazo de memoria

La actualizacién de la memoria fue descrita por primera vez en el protocolo conductual
de atenuacion de la neofobia (Rodriguez Ortiz et al., 2005).

Este paradigma consiste en presentar un sabor novedoso a los animales, en este caso
ratas winstar. Los animales en principio consumen en menor cantidad de este nuevo
sabor. En el protocolo de neofobia se considera una respuesta neofébica a la reduccién
de consumo en comparacion con la linea base de un sabor seguro. Se realiza una curva
de atenuacion, es decir, la presentacion consecutiva de un sabor novedoso hasta que se
alcanza un punto maximo de consumo, siendo una presentacion por dia. En este punto,
el consumo del animal se estabiliza en una asintota de desempefio; éste es el criterio
para llamarlo punto de consumo méximo. Cuando se alcanza este punto donde el
consumo es maximo, se dice que se llegé a una asintota conductual.

El sabor novedoso se aprendié como seguro después de que el animal experiment6 que
no habia consecuencias nocivas asociadas a este sabor. En este estudio se considerd que
después de la sexta presentacion de sabor los animales alcanzaron la asintota conductual
(Figura 5a). Posteriormente, se inyectd anisomicina a las ratas a partir de la sexta
presentacion y hasta la octava y Ultima presentacion. Generalmente, la anisomicina
tiene efectos amnésicos sobre la conducta ya adquirida; este grupo de investigacion
observo que no habia el efecto amnésico de la inyeccidn intracraneal de anisomicina en
la corteza insular, (Figura 5a). Notaron que al inyectar LiCl intraperitoneal, después de
presentar el sabor seguro y una vez lograda la asintota conductual al grupo
experimental, en la sexta presentacion se indujo malestar gastrico. Esto hace que el
animal aprenda sobre un cambio relevante donde antes existia una condicion segura
(Figura 5c¢).

La integracion de LiCl a la presentacion del sabor cambia la clasificacién del trazo, de
seguro a aversivo. Al inyectar anisomicina se nota que s6lo cuando se presenta
informacién relevante, el trazo de memoria es susceptible a los agentes amnésicos y se
observo que el efecto amnésico se dio sobre la informacién nueva, impidiendo la
consolidacion de informacion sobre el asocia miento entre el malestar gastrico y el
sabor (Figura 5d). Esto comprobdé que la inyeccion de anisomicina evité que se
incorporara nueva informacion a un trazo de memoria existente (Figura 5d).
Finalmente, se observo como el trazo de memoria que no esta en los niveles de la
asintota conductual es susceptible a los efectos de la anisomicina (Figura 5b).

Con estos resultados se construyd la “Teoria de actualizacion de la memoria”, que
propone la nueva ola de sintesis de proteinas como el medio para estabilizar la nueva
informacién que se incorpora a un trazo de memoria existente. También se hizo notar
que el trazo de memoria sélo es reactivado cuando se presenta informacion relevante.
Es decir, el trazo de memoria es reactivado selectivamente, permitiendo incorporar
nueva informacion. A partir de este punto es que nos preguntamos: ;mediante qué
mecanismo(s) el trazo de memoria es desestabilizado volviéndose vulnerable?
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Figura 5. Las flechas indican el momento de la infusién de anisomicina, grupo
control (circulos), grupo experimental (triangulos). La inhibicion de la sintesis
de proteinas en la corteza insular no afecta la memoria de aversion ya
consolidada, pero afecta el trazo de memoria de aversién cuando se incorpora
nueva informacion, en una tarea de atenuacion a la neofobia. En estas figuras
se presentan los consumos en mililitros. En la Figura 5a observamos como la
inyeccion de anisomicina en la corteza insular no afecta la memoria para los
sabores a partir de la sexta presentacion de sabor. En la Figura 5b se muestra
como la inyeccion de anisomicina en la corteza insular afecta la memoria de
sabores, cuando se inyecta en la cuarta presentacion del sabor. Figura 5c se
muestra como al inyectar i.p. un agente que induce malestar gastrico (LiCl), el
volumen consumido del sabor asociado con malestar gastrico disminuye, efecto
no visto cuando se inyecta solucion salina. En la Figura 5d se muestra como la
inhibicion de la sintesis de proteinas en la corteza insular impide la
actualizacion del trazo de memoria. (Modificada de Rodriguez-Ortiz, et al.,
2005).

3.3.3 Mecanismos de desestabilizacion de la memoria

Existen reportes que han demostrado que la consolidacion y la plasticidad sinaptica
dependen de la sintesis de nuevas proteinas (Nader, et al., 2000; Garcia-de la Torre, et
al., 2009); no obstante, se ha demostrado que estos procesos también dependen de la
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degradacion de proteinas (Artinian, et al., 2008; Lee, 2008; Lee S., et al., 2008).
Descrito por primera vez en la Aplysia Californica (Hegde, et al., 1997), la degradacion
de proteinas por la via del proteosoma ha demostrado ser un mecanismo necesario para
la consolidacion de la memoria (Lopez-Salon, et al., 2001; Upadhya, et al., 2004;
Ashraf, et al., 2006; Merlo, et al., 2007; Artinian, et al., 2008).

Una serie de estudios han evaluado la relacion entre la accion del sistema ubiquitina
proteosoma y el aprendizaje mostrado, y también es necesaria su participacion para la
extincion de la memoria (Kaang, et al., 2009). Esto nos indicaria que es necesaria la
degradacion de proteinas por esta via para agregar nueva informacion.

Sobre la re-consolidacion de la memoria, otros estudios (Lee, 2008; Lee S., et al.,
2008) muestran que la inhibicion de la degradacion de proteinas evita la incorporacion
de nueva informacion (actualizacion) en el trazo de memoria. En estos trabajos se
aporta evidencia a favor de que la degradacién de proteinas es uno de los mecanismos
que subyacen a la desestabilizacion del trazo de memoria reactivado; y sin esto, no es
posible la actualizacion de la memoria (Lee, 2008a; Lee, et al., 2008b).

Como se ha demostrado antes (Nader, et al., 2000), la anisomicina tiene efectos
amnésicos sobre un trazo de memoria ya consolidado previamente, sélo si éste es
reactivado. Por ello, el hecho de que la inhibicion del proteosoma proteja contra los
efectos amnésicos de la anisomicina aporta mas evidencia sobre la relacion entre la
degradacion de proteinas y la desestabilizacion del trazo de memoria, hecho que se
describe a continuacion (Figura 6).

En un paradigma de condicionamiento contextual al miedo en ratas (Figura 7), Lee
(2008a), observé el efecto de proteccién al trazo de memoria al inhibir la degradacion
de proteinas por el proteosoma, cuando el trazo de memoria es reactivado. Ademas de
proteger contra la amnesia, la inhibicion del proteosoma evita la actualizacion del trazo
de memoria.

El procedimiento conductual usado por Lee (2008), consiste en una asociacion entre un
ambiente y un estimulo aversivo. El procedimiento consta en exponer a un animal en un
ambiente novedoso y aplicarle un estimulo aversivo; normalmente es un choque
eléctrico que no debe dafiar el tejido de las patas (Curzon, et al., 2009). Al volver a ser
colocado en el mismo ambiente, el animal manifestara una reaccion de congelamiento
que se ha definido como la ausencia de movimiento, con excepcion de la respiracion
(Curzon, et al., 2009). Ademas, se mide el tiempo que muestra la conducta de
congelamiento el animal.

Es importante hacer notar que al inyectar conjuntamente lactacistina y anisomicina, el
efecto de lactacistina protege al trazo de memoria del efecto amnésico de la
anisomicina, dejando intacta la informacion previamente consolidada (Lee, 2008),
sugiriendo que es necesaria la degradacion de proteinas por el sistema ubiquitina-
proteosoma para desestabilizar el trazo de memoria; sin la accion del sistema
ubiquitina-proteosoma no se puede agregar nueva informacion, haciéndolo un
componente vital para la consolidacion y la re-consolidacion de la memoria.
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Figura 6. La inhibicion del proteosoma protege al trazo de memoria de los efectos
amneésicos de la anisomicina. En la grafica se observan los resultados de un protocolo
de condicionamiento al miedo. Fueron realizados 2 entrenamientos a razén de 1 por
dia y posteriormente, la prueba en el tercer dia. En el eje de las ordenadas se reporta
el porcentaje de congelamiento. La clasto Lactacistyn B lactone (Blac) (farmaco que
comparte el efecto de inhibir la actividad proteolitica del proteosoma con la
lactacistina) protege, aunque no previene, el efecto amnésico causado por Anisomicina
(ANI), inhibidor de sintesis de proteinas, este efecto contrasta cuando se inyecta
anisomicina con solucién vehiculo (Veh), (Modificada de Lee, 2008).
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Figura 7. Condicionamiento contextual al miedo. En este protocolo se introduce
a un animal a un ambiente nuevo y se le aplica un choque eléctrico. Al
exponerlo posteriormente al mismo ambiente el animal presenta conducta de
congelamiento (Modificada de Rodriguez et al., 2006).

Con los resultados anteriores, donde se observa la participacion del sistema ubiquitina
proteosoma en los procesos de consolidacion, re-consolidacion y extincién de la
memoria (Artinian, et al., 2009; Lee, 2008; Kaang, et al., 2009), muestran que la
degradacion de proteinas es necesaria para agregar informacion.

Kaang et al. (2009), han propuesto que la degradacion de proteinas por la via del
proteosoma es con el fin Ultimo de reorganizar la estructura de la sinapsis. Esto podria
brindar la oportunidad de actualizar el trazo de memoria, especialmente si las memorias
ya no son vélidas en el ambiente, permitiendo al organismo adaptarse (Kaang, et al.,
2009).

En este sentido (Lee, et al., 2008b) mostraron que la inhibicién del proteosoma impide
la actualizacién de la memoria tras su reactivacion. También reportan que la proteina
estructural shank es degradada tras la reactivacion de la memoria, por lo que podria ser
una condicion necesaria para la actualizacion de la misma.

Otra tarea conductual en donde se ha reportado que la inhibicion del proteosoma evita
la actualizacion de informacion es el “Laberinto acuatico de Morris” (Artinian, et al.,
2008), que mide memoria espacial. El procedimiento consiste en entrenar animales para
que encuentren una plataforma sumergida en un tanque con agua. La plataforma esta a
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escasos centimetros de la superficie del agua. La rata es colocada en diferentes
posiciones dentro del tanque y tiene que aprender a localizar la plataforma escondida.

El tanque se divide en cuadrantes. La prueba se realiza quitando la plataforma y
colocando al animal desde las posiciones que fue entrenado, pero quitando la
plataforma del tanque. Se mide el tiempo que tarda en llegar a la plataforma (latencia) y
el nimero de cruces por el cuadrante donde estaba colocada la plataforma.

Entrenamiento de Laberinto
acuatico de Morris

L
'b.. Camara 8 l
\.

e

¥ Clave

N i visual

Plataforma
escondida

Ultimo
ensayo

Figura 8. Laberinto acuéatico de Morris. A la derecha de la figura se muestra un
esquema del desempefio prototipico en ésta tarea. En la parte izquierda se
muestra el equipo y su acomodo en el espacio de éste protocolo (Modificada de
Alvin, et al., 2009).

Es importante hacer notar la independencia entre la actividad del proteosoma y la
memoria a corto plazo. La inhibicion de la degradacion de proteinas por el proteosoma
deja intacta la memoria a corto plazo (Hegde et al., 1997; Lopez-Salon et al., 2001,
Merlo, et al., 2007; Artinian et al., 2008). La memoria a corto plazo es independiente de
los efectos de la lactacistina, farmaco que inhibe la accion catalitica del proteosoma y
con el cual se busca investigar la relacion entre el proceso cognitivo y el molecular,
objeto de nuestro estudio. La memoria a corto plazo sirve como indicador de que el
condicionamiento fue adecuadamente procesado y con ello se pueden descartar la
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posible accion de lesion cerebral, ya sea por la cirugia o por el mismo farmaco.
Ademas, se descarta la incorrecta aplicacion del condicionamiento.

3.3.3.1 Degradacion de proteinas por el sistema ubiquitina proteosoma (UPS) y
estabilizacion de la memoria.

La protedlisis direccionada por la via del sistema ubiquitina proteosoma juega un papel
esencial en el control temporal y espacial de la expresién génica. La ubiquitina es una
proteina de 76 residuos existente en todas las células eucariotas implicada en la
degradacion de proteinas. La degradacion por la via del UPS depende del enlace
covalente entre la ubiquitina y los substratos blanco, generalmente un polipéptido,
empero también puede ser ubiquitina o proteinas parecidas a la ubiquitina, porque la
ubiquitina tiene varias lisinas, misma que puede ubiquitinarse formado cadenas de
ubiquitina. Esta modificacion desencadena una cascada enzimatica que involucra a E1-
E2-E3, que resulta en la unidn covalente entre la ubiquitina y el grupo NHz2 de una lisina
del sustrato y su transferencia al complejo proteolitico del proteosoma 26S, donde
posteriormente se degradaran (Dauntuma, et al., 2009) (Figura 9)

Las moléculas de ubiquitina son unidas a las proteinas blanco mediante una serie de
enzimas: E1 que lleva a cabo la activacion de la ubiquitina, E2 que realiza la
conjugacion y E3 que funciona como una ligasa. E3 es de principal importancia, ya que
brinda al proceso especificidad, al unir la ubiquitina con el polipéptido blanco (Tuoc, et
al., 2010).

El sistema ubiquitina proteosoma puede hidrolizar casi cualquier polipéptido mediante
la accion combinada de 3 diferentes proteasas —enzimas que rompen los enlaces
peptidicos- que complementan su actividad entre si. Estas proteasas tienen actividad de
caspasas, tripsinas y quimiotripsinas y se encuentran en la cdmara proteolitica del
nucleo del proteosoma 20S (Dauntuma, et al., 2009).

El proteosoma es entonces un complejo proteolitico macromolecular involucrado en la
degradacion de proteinas dependiente de ubiquitina; su estructura tiene un cuerpo
principal de forma cilindrica compuesta de 20 subunidades de proteinas multicataliticas
y 2 subunidades en forma de semicirculo (Peters, et al., 1993).

Su accion principal es la degradacion de proteinas de corta duracion y proteinas mal
plegadas (proteinas que no lograron una configuracion tridimensional adecuada)
(Peters, et al., 1993).
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Figura 9. El sistema ubiquitina proteosoma. Ubiquitina libre es generada por
el corte de ubiquitina de las cadenas de ubiquitina por las enzimas llamadas des
ubiquinizadoras (DUBs). Una cascada con tres enzimas E1, E2, y E3 forma
cadenas de ubiquitina unida covalentemente en las proteinas blanco, que son
seleccionadas por una cadena de aminoacidos que sefiala donde inicia la
degradacion (degron). El sustrato ubiquitinizado es reconocido por el
proteosoma donde también ocurren desplegamiento y desubiquitinacion antes
de la hidrolisis en la cdmara de la subunidad 20s. (Modificado de Dantuma
2009).

Con la informacion presentada anteriormente, se pretendio continuar con las
investigaciones acerca de la relacién de la actualizacion de un trazo de memoria y el
sistema ubiquitina proteosoma (UPS). Con el fin de investigar si la memoria a largo
plazo en una tarea de aversion a los sabores que requiere de la degradacion proteica por
el UPS, se entrenaron a ratas en esta tarea para posteriormente inyectar lactacistina en la
corteza insular.

La lactacistina es un metabolito de la bacteria Streptomyces, descubierto en 1990 y
tiene la propiedad de inhibir selectivamente el proteosoma y con este efecto, el sistema
ubiquitina proteosoma involucrado en la degradacion de proteinas. La lactacistina
realiza su funcion debido a que se adhiere de forma irreversible a la subunidad catalitica
20S, en su treonina terminal inhibiendo la actividad de quimotripsinas y tripsinas,
enzimas con accién catalitica (hoja técnica de Tocris). Debido a su efecto de inhibir el

desubiquitinacion



29

proteosoma, es usada en todo tipo de experimentos en bioquimica. En el campo de la
neurobiologia se le ha usado en estudios sobre memoria (Artinian, et al., 2008; Lee,
2008a; Lee, et al., 2008b), ya que se cree que el UPS esta involucrado en el proceso de
desestabilizacion del trazo de memoria.

IV Planteamiento del problema, hipdtesis, objetivos y justificacion
4.1 Planteamiento del problema

La degradacion de proteinas por el proteosoma es necesaria para la consolidacion y la
actualizacion de la memoria. Para algunos modelos se ha reportado su participacion en
la consolidacién y actualizacion de la memoria.

Sin embargo, no se ha estudiado el papel del sistema ubiquitina proteosoma en el
condicionamiento de aversion a sabores. Por los antecedentes presentados, resulta
factible pensar que el sistema ubiquitina proteosoma es necesario para almacenar nueva
informacion del CAS y que tenga lugar en la corteza insular.

4.2 Pregunta de investigacion

¢Para la actualizacion de la memoria de aversion a los sabores es necesaria la
degradacion de proteinas por el UPS en la corteza insular?

4.3 Hipotesis

La incorporacion de nueva informacidon derivada de la experiencia requiere de la
degradacion de proteinas por el sistema ubiquitina-proteosoma.

4.4 Objetivo general

Determinar si la degradacién de proteinas en la corteza insular es necesaria para la
consolidacién y actualizacion en el CAS.

4.5 Objetivos especificos

1.- Determinar si la degradacion de proteinas por el proteosoma en la corteza insular es
necesaria para la consolidacion de la memoria de aversion a los sabores.

2.- Determinar si la degradacion de proteinas por el proteosoma en la corteza insular es
necesaria para la incorporacion de nueva informacién al trazo de memoria de aversion a
los sabores.

3.- Determinar si el efecto de la inhibicidn de la degradacion de proteinas en la corteza
insular es especifico de la memoria de aversion a los sabores de largo plazo.
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V METODO
5.1 Sujetos

Se usaron ratas Wistar macho de la cepa del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM, de entre 250 y 300 gramos de peso al momento del experimento. Las ratas
estuvieron en ciclo de luz obscuridad 12h/12h (sefiala a qué hora es el cambio de luz);
se alojaron en cajas de acrilico individuales con acceso ad libitum a comida y agua,
salvo al momento de la manipulacion experimental. Las manipulaciones, asi como los
procedimientos experimentales se hicieron en el ciclo de luz. En todos los experimentos
se siguio con los estandares de trato ético a los animales.

5.2 Cirugia esterotaxica de implantacion de canulas en la corteza insular

Los sujetos fueron anestesiados con Ketamina (0.225ml/Kg) y Xilazina (0.1ml/Kg) via
intraperitonial. La cirugia consiste en colocar canulas de acero de 12mm y 23 Ga fijadas
al craneo del animal con cemento dental y tornillos colocados en el craneo.

Las coordenadas de las estructuras se obtuvieron del atlas anatdmico de Paxinos &
Watson (1986); para la corteza insular (mm): anterior 1.2, lateral +/-5.5, ventral -4. Las
canulas se pusieron 2 mm arriba de la zona de interés para evitar lesiones. Se uso
penicilina procainica para evitar infecciones y las ratas estuvieron una semana en
recuperacion después de la cirugia.

5. 3 Procedimiento conductual de CAS

Para todos los experimentos se realizaron 2 grupos. Uno experimental al que se le
inyectd lactacistina 20 minutos antes entrenamiento de CAS. Al grupo control se le
inyecto solucion vehiculo, también 20 minutos antes del entrenamiento.

Se privo de agua por un dia; se realiz6 una linea base de consumos de agua por 3 dias y
al cuarto dia se realizé el entrenamiento de CAS. En algunos experimentos se realizd
otro ensayo de CAS en el quinto dia, para reactivar el trazo de memoria. La prueba se
realizd 24 horas después (largo plazo) o cinco horas después (corto plazo).

5.4 Inyeccion de LiCl i.p. y medicion de volumen consumido.

Una solucion 0.15M de LiCl (10mL/Kg) se inyecto intraperitonaelmente (i.p.), ya que
a esta concentracion de LiCl ha probado ser efectiva para producir CAS (Garcia de la
Torre et al., 2009).

Los consumos de sacarina se midieron con probetas graduadas con 0.5 mililitros de
precision; estas llevan un tapdn de hule con el bebedero en medio del tapon. Los
consumos se registraron y los resultados se graficaron en porcentaje promedio de
consumo de la linea base o del primer CAS.
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5.5 Experimentos
5.5.1 Procedimientos generales:

Linea base: consistié en medir el consumo de agua de las ratas por 15 minutos una vez
al dia, por tres dias.

CAS: consumo de sacarina (sacarina 0.1% por 15 minutos) seguido de inyeccion de
LiCl intraperitoneal (i.p.) 15 min después del consumo de sacarina.

Micro inyeccion: se inyecta solucion vehiculo (veh) o lactacistina (lac) intracraneal en
la corteza insular, 20 minutos antes de la adquisicion.

Prueba: consiste en presentar sacarina por 15 minutos y cuantificar el volumen
consumido.

5.5.2 Experimento 1

En el experimento las ratas fueron canuladas en la corteza insular, 