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Resumen

En los organismos, para que la informacion nueva se almacene a largo plazo es necesario que
ocurran cambios en el cerebro, que forman parte del proceso llamado consolidacién. En el
aprendizaje de reconocimiento de sabor seguro, el animal se familiariza con un sabor nuevo, y
ante la ausencia de consecuencias gastricas aversivas, lo reconoce como inocuo. Un area
cerebral importante en este proceso es la corteza insular. Algunos de los cambios que ocurren
en esta estructura ante la novedad del estimulo gustativo son la liberacion de acetilcolina, la
acumulacién en balsas lipidicas y fosforilacibn de subunidades del receptor NMDA, vy la
expresion de genes inmediatos como c-fos. En cambio cuando ya se ha establecido el estimulo
gustativo como familiar, ocurren otros cambios como el aumento en la respuesta
electrofisiolégica de las neuronas de la corteza gustativa, y aumento en la expresion de la
proteina Arc, que es un gen inmediato indispensable para la formacion de la memoria. Aunque
alun no esta claro de qué manera Arc participa en la plasticidad sinaptica relacionada a la
experiencia, uno de los roles propuestos para esta proteina es en la homeostasis sinaptica,
promoviendo la endocitosis de receptores AMPA. En este modelo, la informacion obtenida por
la experiencia del organismo seria codificada a través de cambios en la excitabilidad de algunas
sinapsis del sistema, por fendmenos tipo hebbianos analogos a la potenciacion a largo plazo.
Posteriormente habria un proceso homeostéatico para devolver al sistema a un nivel basal de
actividad global, pero conservando los pesos sinapticos diferenciales que codificaron la
informacidn, y Arc participaria en ello.

Se ha reportado que en un paradigma de memoria de reconocimiento del sabor seguro, la
expresion de la proteina Arc en las dendritas de neuronas de la corteza gustativa es mayor
cuando el animal ha bebido un sabor familiar en comparacién a uno novedoso. Es por ello que
en este proyecto se monitored la localizacion de la subunidad GIuR2 del receptor AMPA en
muestras de la corteza insular en tres distintos estadios de la formacion de este tipo de
memoria: cuando el sabor era novedoso, cuando se consumi6é por segunda vez y cuando se
consumié por quinta vez, en tres puntos temporales en cada uno. Esto se llevé a cabo a través
del crosslinking de proteinas membranales previo al lisado, electroforesis e inmunodeteccién
por Western Blot.

Los resultados muestran que no hay un cambio significativo en la localizacion membranal con
respecto a la intracelular de la subunidad GluR2 antes de consumir el estimulo (sacarina 0.5%),
a los 15 y los 60 minutos, cuando el sabor es novedoso. Tampoco se encuentran cambios
significativos cuando es la segunda vez que se consume. Sin embargo, cuando es la quinta
aproximacion al estimulo, a los 60 minutos de comenzar el consumo hay una disminucion de la
fraccion membranal de GIuR2 con respecto a la intracelular.

Siendo GIuR2 la subunidad del receptor AMPA mas abundante en la corteza e hipocampo, el
presente estudio es una primera aproximacion al uso del crosslinking de proteinas
membranales para monitorear cambios en la localizacion de receptores en muestras de tejido
de animales que han realizado conductas, lo cual es metodologicamente complejo. Asimismo,
la disminucién de la subunidad GIuR2 localizada en la membrana podria ser parte de un
mecanismo homeostatico que contrarreste los cambios sindpticos que soportan un aumento en
la respuesta de las neuronas de la corteza gustativa ante un estimulo muy familiar.



Introduccion

Una habilidad fundamental para la sobrevivencia de los organismos es modificar su conducta
para ajustarse a las caracteristicas de su ambiente, es decir, aprender de la experiencia. Esto
se logra mediante el aprendizaje, definido como la adquisicion de nueva informacion, y la
memoria, que es la retencion de tal informacioén en el largo plazo (Tsien, 2006). Para que estos
procesos cognitivos ocurran es necesario que sucedan cambios en las conexiones entre las

neuronas y las redes que forman.

El proceso de formacion de una memoria puede dividirse en tres etapas (Guzman-Ramos,
2010). En la adquisicion los organismos obtienen informacion acerca del ambiente; se
considera que en esta etapa se da el aprendizaje. La consolidacion es un proceso de
estabilizaciéon progresiva de la memoria, mientras que la evocacién es la recuperacion
espontanea o involuntaria de la informacién adquirida y almacenada.

Adicionalmente se considera a la reconsolidacion de la memoria como un proceso en el que la
presentacion de un estimulo relacionado al aprendizaje original causa la reactivacion de la

memoria y que ésta se actualice (McKenzie y Eichenbaum, 2011).

El objetivo primordial de las neurociencias cognitivas es explicar el comportamiento a través de
las funciones bioldgicas, siendo el cerebro el centro de atencién para ello. Para el estudio de la
memoria se han utilizado diversos modelos animales y diferentes tareas conductuales. Esto con
el objetivo de establecer tanto reglas generales como especie-especificas sobre como es que
los organismos seleccionan la informacién relevante, la agregan al conocimiento previo, la
almacenan de tal manera que no se pierda con el tiempo, y la mantienen accesible para
expresar conductas mejor adaptadas en el futuro (Menzel, 2008).

Décadas de experimentacion tanto en sujetos humanos como en modelos animales han dejado
claro que la memoria no es una entidad unitaria, sino que existen diferentes sistemas que la
componen. Se han hecho distinciones generales de acuerdo a varios criterios; por ejemplo el
tiempo transcurrido entre la adquisicion y la evocacion. En los humanos esto ha sido
categorizado de maneras muy complejas que van desde la memoria sensorial - breve
persistencia de la percepcion de un estimulo-, hasta la memoria a largo plazo, que varia en
definicibn desde 15 segundos hasta décadas (Roediger et al., 2008). En los estudios con
roedores, sin embargo, la taxonomia de la memoria con respecto al tiempo es mas sencilla. La

distincion entre memoria a corto y largo plazo se ha hecho de acuerdo a la susceptibilidad del



trazo a la administracién de inhibidores de sintesis de proteinas (Davis y Squire, 1984). Como
consenso, se habla de memoria a largo plazo cuando un aprendizaje persiste por mas de 24
horas.

Sin embargo el paso de una memoria del corto al largo plazo es un proceso paulatino. La
nocién de que la memoria se estabiliza progresivamente fue propuesta originalmente en 1900
por Muller y Pilzecker (en Lechner et al., 2009). Experimental Contributions to the Science of
Memory es un extenso reporte que conjuntd 40 experimentos donde se estudi6 como se
aprendian y olvidaban listas de silabas sin sentido. En él, Miller y Pilzecker plantearon que el
aprendizaje no produce instantaneamente una memoria permanente, sino que ésta toma tiempo
en ser fijada o consolidada. En consecuencia, una memoria es susceptible de ser interrumpida

por un periodo de tiempo posterior al aprendizaje.

Actualmente, la consolidacion de la memoria se refiere a la estabilizacién post-adquisicion de la
memoria a largo plazo, asi como a la fase temporal en la que dicha estabilizacion se lleva a
cabo. Adicionalmente se divide en dos tipos: consolidacion sinaptica y de sistemas (Dudai,
2004). La consolidacion sinaptica implica la estabilizacion de cambios en la conectividad
sinaptica en circuitos localizados, y ocurre en cuestién de horas. La consolidacién de sistemas
€es un proceso que toma mas tiempo, mientras gradualmente se reorganizan las distintas
regiones involucradas en la memoria (Frankland y Bontempi, 2005). Tales términos
corresponden a fenbmenos en niveles de analisis distintos, pero es probable que ocurran
simultaneamente y que compartan elementos, ya que cambios en conexiones entre regiones
del cerebro pueden requerir modificaciones en las sinapsis (Miyashita et al., 2008). Todos estos
cambios forman parte del posible mecanismo a través del cual se codifica y almacena la

informacién en el cerebro, lo cual serd revisado con mas detenimiento en la siguiente seccion.



Mecanismos moleculares de la formacion de la memoria

Un supuesto fundamental en el campo de la neurobiologia de la memoria es la existencia de un
“trazo” fisico en la forma de una red de neuronas que codifique la informacion. Para demostrarlo
experimentalmente deben cumplirse ciertos requisitos: que existan neuronas localizadas e
identificadas que sean esenciales para un tipo de memoria en particular, en las cuales ocurran
procesos plasticos que son a su vez necesarios para la formacion de esta memoria. Asimismo,
si estas neuronas se encuentran inactivas por alguna razén, esa memoria no puede expresarse,
y por consiguiente si estas neuronas no reciben la entrada de informacion requerida, la

memoria no se establece (Menzel, 2008).

A raiz del estudio de pacientes a los que se les habia extirpado alguna regién del cerebro, en
los afios 50 se comenzaron a delinear regiones importantes para la formacion de la memoria. El
caso més famoso es el de H.M., a quien se le realiz6 una reseccion bilateral del I6bulo temporal
medial con el objeto de remover un foco epiléptico. Como consecuencia, perdié la capacidad de
formar nuevas memorias - mientras éstas fueran de naturaleza declarativa y no procedimental-.
Sin embargo, conservo las memorias mas antiguas (Milner et al., 1998).

Gracias a los modelos animales se han podido identificar algunas regiones importantes para los
distintos tipos de memoria. Realizando diferentes tipos de intervenciones en estructuras
especificas se sabe cada vez con mas detalle qué neurotransmisores y receptores estan
involucrados, y cuales son los mecanismos moleculares que subyacen la formacién de la
memoria. Las regiones cerebrales especificas pueden ser lesionadas; se puede realizar
microdialisis para encontrar cambios en la liberacion de neurotransmisores, o bien se pueden
implantar canulas para la microinyeccion de farmacos agonistas o antagonistas de algun
receptor, 0 que intervengan en algin evento metabolico de las células. Por ejemplo, a través de
la inyeccién de inhibidores de la sintesis proteica se ha descrito la importancia de este proceso
en distintas zonas del cerebro para diferentes aprendizajes, en la formacion de la memoria a
largo plazo: el hipocampo para la memoria espacial, la corteza insular para la memoria
gustativa, la amigdala para memorias emocionales aversivas, etc. (Davis y Squire, 1984).
Posteriormente se comenzé a estudiar la expresion de genes especificos y su funcién en las
neuronas, para describir con mas detalle los mecanismos plasticos que sustentan un proceso
cognitivo como lo es la memoria.

Por otro lado, se han generado también modelos in vitro de estos fendmenos, de los cuales se

hablard mas adelante.



Otro antecedente fundamental en el estudio de los mecanismos celulares de la formacion de la
memoria es la teoria del trazo dual de Donald Hebb (1949). Esta propone la existencia de
ensambles de neuronas interconectadas en el cerebro que son activados por la experiencia,
qgue a través de reverberaciones constituirian las memorias recientes. Sin embargo si esta
actividad se repite, se generarian cambios en las conexiones entre las neuronas que la faciliten,

sirviendo como sustrato de las memorias a largo plazo. En palabras de Hebb:

Cuando un axén de la célula “A” esta lo suficientemente cercano a una célula “B” como para excitarla y
participa repetida o persistentemente en su disparo, ocurre algin proceso de crecimiento o cambio
metabolico en una o en ambas células de modo tal que aumentan tanto la eficiencia de “A” como la de
una de las distintas células que disparan a “B” (Hebb, 1949).

Uno de los cambios que plantea el autor es el crecimiento del &rea de contacto entre el axon y
la dendrita.

Lo que inicialmente fue una propuesta puramente tedrica, originé la idea de que la experiencia
causa cambios perdurables en el cerebro y sus células. Esto ha sido comprobado a varios
niveles, lo cual se engloba en el concepto de plasticidad, que se refiere a los cambios a corto y
largo plazo en las neuronas, sus sinapsis y/o redes, como resultado de la experiencia. Ocurre
en todos los niveles, desde el comportamiento de un solo canal i6nico hasta la morfologia de
las neuronas y grandes circuitos, abarcando desde milisegundos hasta afios (Destexhe y
Marder, 2004).

Plasticidad de sinapsis glutamatérgicas

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central. Sus
receptores son de dos tipos: ionotropicos y metabotrépicos (Hassel y Dingledine, 2006). Entre
los ionotrépicos estdn los NMDA (N-metil-D-aspartato) que para abrirse requieren de una
despolarizacion membranal previa pues su canal catidnico no selectivo esta bloqueado por un
Mg?*. Se conforma de cuatro subunidades distintas, cuyas tres familias provienen de los genes
NR1 (producto Unico), NR2 con cuatro variantes (NR2A-NR2D) y NR3 con dos variantes (NR3A
y NR3B, que se expresan casi exclusivamente en el sistema nervioso periférico).

Los receptores NMDA tienen mdltiples sitios alostéricos que permiten que su actividad sea
estrechamente regulada: cuenta con dos sitios agonistas (glutamato y glicina, ambos
necesarios para la apertura del canal), y sitios de reconocimiento para Mg%, Zn* y H* que

impiden el flujo de iones por el canal cuando tiene un agonista unido. Un antagonista



competitivo importante es el D-AP5 (acido D-2-amino-5-fosfonopentandico), y entre los
antagonistas dependientes de voltaje estén la fenilciclidina (PCP), ketamina y MK-801.

Los receptores ionotropicos AMPA (&cido a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol propionico) se
expresan abundantemente en el SNC, actuando en la transmisién sinaptica rapida mediada por
glutamato. Son tetrameros compuestos de las subunidades GIluR1, GluR2, GIuR3 y GluR4
(también llamadas GIuR-A, GIuR-B, GIuR-C y GIuR-D), en distintas combinaciones (mas
frecuentemente heterodimeros GluR1/2 6 GluR3/4). Se ensamblan en el reticulo endoplasmico
primero como un dimero gracias a interacciones en el dominio N terminal (NTD), seguido de
otro paso de dimerizacion mediado por asociaciones en los dominios de union a ligando y
transmembranales.

Todas las subunidades del receptor AMPA tienen un amino terminal extracelular y cuatro
dominios hidrofébicos, tres transmembranales (M1, 3 y 4) y un cuarto que entra y sale de la
membrana del lado citoplasmaético, sin atravesarla (M2) (figura 1). El sitio de unién a ligando
(LBD) esta compuesto por las regiones S1y S2.

Hay diversas variantes de las subunidades del receptor AMPA producidas por splicing
alternativo y edicion del mMRNA, contribuyendo a la regulacion, funcion y localizacion del canal.
Por ejemplo, puede variar la longitud de la cola C-terminal intracelular de las subunidades
GluR2 y 4. El sitio Q/R de GIuR2 es editado en casi todo el pre-mRNA; otro sitio de variacion es
el llamado flip/flop. Las modificaciones postraduccionales mas comunes que contribuyen a la
regulacién del canal incluyen la fosforilacion de serinas, treoninas y tirosinas en la regién C-
terminal, asi como glicosilaciones y palmitoilaciones en el dominio NTD (Ashby et al., 2008). La
composicion del canal también afecta su funcion: la presencia de una subunidad GluR2 hace
que sea impermeable a Ca®, ya que en el sitio Q/R se encuentra una arginina en vez de una
glutamina, que aporta una carga positiva, impidiendo el paso del ion divalente.

Funcionalmente, el receptor AMPA es un canal catiénico permeable a Na* y K*. Presenta baja
afinidad por el glutamato, y después de responder a este ligando, se inactiva y desensibiliza
rapidamente. Su cinética -particularmente rapida- produce potenciales excitadores post-
sinapticos (EPSPs) que hacen posible la deteccion de coincidencia y la capacidad de generar
potenciales de accidén con una gran precision (Ashby et al., 2008).

Los receptores AMPA se acumulan en la postsinapsis, aunque con distinta abundancia en
diferentes células. Incluso pueden estar completamente ausentes en algunas sinapsis, a las
que se les llama “sinapsis silentes”, pues cuentan con receptores NMDA pero al no poder

despolarizarse la membrana para desbloquear su canal, estos no pueden ser activados.
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Figura 1. A) Esquema de una

A » c subunidad de AMPA, con sus
varios  sitios y  regiones

nrod Qo & (modificado de Ashby et al.,

2008). Incluye al complejo
transmembranal

TARP/stargazin que se asocian

= glycosyistion stes s2
e DaiMuiOYIAbON S1%0%

y co-purifican con el receptor
AMPA nativo.

% ﬁ B) Mapa tridimensional de

TARPI/stargazin

dimero determinado por
microscopia electronica de una
sola particula (Nakagawa et al.,
2005). C) Esquematizacion del
ensamblaje del receptor:
primero los monémeros forman
un dimero sin contactarse por la
region LBD, para
posteriormente dimerizarse
nuevamente, formando el
tetrdmero (Nakagawa, 2010).

Se han identificado varias proteinas que se co-ensamblan con los receptores AMPA, por
ejemplo las que forman el complejo TARP (transmembrane AMPA receptor proteins), que
actian como subunidades accesorias involucradas en la maduracién, trafico y funcién del canal
(Isaac et al., 2007).

Los receptores kainato (KA) son tetrameros que se componen de subunidades GIuR5, GIuR®6,
GluR7, KA1 y KA2. Funcionalmente, son canales catiénicos permeables a Na® y K* que se
recuperan 10 veces mas lentamente de la desensibilizacion que los AMPA. Adicionalmente, su
actividad tiene efectos en vias de sefializacion metabotrépicas poco comunes para receptores
ionotrépicos. Algunos de sus antagonistas son el CNQX (6-ciano 7-nitroquinoxalina 2,3-diona,
no selectivo) y NS102 (selectivo).

Usualmente, funcionan como moduladores de la transmisién sinaptica y de la excitabilidad
neuronal. Por ejemplo, receptores KA de la presinapsis en la via de las fibras musgosas del
hipocampo regulan la transmisiéon sinaptica, contribuyendo a la plasticidad a largo plazo
dependiente de la frecuencia (LTP) (Contractor et al, 2011).

De los receptores a glutamato metabotropicos hay ocho tipos que se agrupan funcionalmente
en | (mGIuR1 y 5), Il (mGIuR2 y 3) y Ill (MGIuR4, 6, 7 y 8) (Hassel y Dingledine, 2006). Todos
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atraviesan la membrana siete veces, y se asocian con proteinas G triméricas. Los receptores
del grupo | estimulan la actividad de la fosfolipasa C, y como consecuencia se libera Ca®* del
reticulo endoplasmico, se produce IP3;, DG y se activa la PKC. Los receptores de los grupos Il y

Il inhiben la actividad de la adenilato ciclasa (Hassel y Dingledine, 2006).

Los cambios en la fortaleza de las sinapsis dependientes de la actividad neuronal han sido muy
estudiados en sinapsis glutamatérgicas. Por un lado los fenédmenos llamados hebbianos, la
potenciacion y depresion a largo plazo (LTP y LTD respectivamente), pero también procesos de
metaplasticidad y homeostasis.

La LTD consiste en una disminucion persistente en los potenciales postsinapticos excitadores
gue puede ser inducida por estimulacion eléctrica de baja frecuencia en la via. Es un fenémeno
muy diverso: la LTD homosinaptica es especifica de la aferencia estimulada, depende de
activacion de receptores NMDA, es asociativa y requiere de la entrada de Ca* a la
postsinapsis. La LTD heterosinaptica ocurre en las colaterales de vias que estan potenciadas
donde se ha descrito que es sensible tanto a la activacién de NMDA como de canales de Ca*
dependientes de voltaje (Normann et al., 2000). Asimismo existe un tipo de LTD que involucra
receptores a glutamato metabotrépicos del grupo 1; otro tipo de LTD se induce a través de
estos receptores en la presinapsis. También la LTD puede depender de factores postsinapticos
en la via de las fibras musgosas (Escobar y Derrick, 2007). Ademas, puede ser inducida por la

activacion de receptores a endocannabinoides (CB1) presinapticos (Heifets y Castillo, 2009).

La LTP se ha estudiado en diversas vias del hipocampo, estriado, amigdala y algunas cortezas
como la insular y la corteza motora. Consiste en un aumento persistente en los potenciales
postsinapticos excitadores, usualmente inducido por trenes de estimulacion eléctrica a alta
frecuencia aplicados a la via en cuestién. Entre sus mecanismos se ha descrito en una primera
fase la entrada de Ca®* por los canales NMDA y activacion de la adenilato ciclasa (que aumenta
los niveles de cAMP), asi como de cinasas como CaMKIl, MAPK, PKA y PKC. Estas proteinas
pueden fosforilar subunidades de receptores AMPA aumentando su conductancia, asi como
intervenir en el trafico de los mismos, por ejemplo promoviendo su insercién en la membrana.
También se ha estudiado la sintesis de éxido nitrico, que como mensajero retrogrado podria
aumentar la liberacién de neurotransmisor en la célula presinaptica. Estos efectos son rapidos,
tienden a ser transitorios y tienen como resultado la facilitacion de la transmision sinaptica
(Kandel et al., 2000). En una segunda fase se ha involucrado la activacion de factores de

transcripcion como CREB y expresion de genes relacionados con la plasticidad, por ejemplo
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nuevos receptores que se inserten en la membrana e incluso cambios morfol6gicos como la
reorganizacion de la estructura de la sinapsis y el crecimiento de nuevas dendritas. Todo ello
permite el mantenimiento a largo plazo del incremento en la eficiencia sindptica (Kandel et al.,
2000).

Aunque originalmente se consider6 un modelo in vitro de plasticidad neural que involucra
mecanismos en comun con la formacién de la memoria, se han reportado desde hace varios
aflos fendmenos in vivo que asemejan a la LTP o que la involucran de cierta manera con la
expresion de un aprendizaje. Por ejemplo, en el condicionamiento al miedo, un estimulo
auditivo inocuo induce la conducta de congelamiento después de haber sido asociado con un
estimulo nocivo (electroshock en las patas del animal), y esto correlaciona con un aumento en
las respuestas evocadas por el estimulo auditivo condicionado en la amigdala lateral, al igual
que ocurre cuando se induce LTP (Rogan et al., 1997). Mas aun, induciendo LTP en la via
entre la amigdala basolateral y la corteza insular, se fortalece la respuesta condicionada a un
estimulo gustativo aversivo (Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000). Los estudios relacionando los
mecanismos de la LTP con la formacién de la memoria también se han dirigido al trafico de

receptores AMPA, lo cual sera discutido con mas detalle en la siguiente seccién.

Numerosas evidencias apuntan a que los cambios en la eficiencia sinaptica que dependen de la
actividad de las neuronas son esenciales para la codificacion y almacenamiento de la
informacién. Los procesos conocidos como hebbianos se refieren a modificaciones sinapticas a
largo plazo, ya sea fortalecimiento o debilitamiento, que requieren de la correlacion entre
disparos pre- y post-sinapticos, por lo cual son especificos e independientes a cada conexion
(Abbott y Nelson, 2000). Esta propiedad les confiere un gran potencial de codificacién, sin
embargo ha surgido la pregunta de cdmo se mantiene la estabilidad en los circuitos neuronales
ante los constantes cambios que ocurren. Se requiere de mecanismos que detecten y regulen
los niveles generales de excitabilidad, sin que sean tan bajos que la actividad no se propague lo
suficiente, ni tan altos que las neuronas mueran. Se ha sugerido que la potenciacion
incontrolada de sinapsis resultaria en su saturacion y acabaria con su capacidad de codificar.
Incluso ha sido reportado que la induccién de LTP al punto de la saturacion en el hipocampo
interfiere con el aprendizaje en una tarea espacial para la cual esta estructura es indispensable
(Moser et al., 1998).

En afios recientes se han descrito fendbmenos que podrian regular procesos como los
hebbianos antes mecionados. La metaplasticidad se define como la modulacion de la

plasticidad por la actividad o inactividad sinaptica previa (Abraham y Bear, 1996). La plasticidad
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homeostética se refiere a aquellos cambios que estabilizan la actividad neuronal ante otros
cambios, como el nimero de sinapsis o la fuerza de las conexiones, que finalmente modifican
su excitabilidad (Nelson y Turrigiano, 2008). Un ejemplo de esto se reportd en cultivos de
corteza visual con bicuculina (antagonista de receptores GABA-A), donde la frecuencia de
disparo aumenta en unas horas por efecto del farmaco. Sin embargo después de 48 horas la
frecuencia vuelve a niveles basales (Turrigiano et al., 1999). Esta y otras evidencias apuntan a
que las neuronas corticales e hipocampales cuentan con un sensor de actividad que les permite
regular sus tasas de disparo, aumentandolas o disminuyéndolas en funcion de la actividad,
mediante retroalimentacion negativa. Esto puede llevarse a cabo mediante el escalamiento
sinaptico, que implica la insercion o remocién de receptores en la membrana postsinaptica para
compensar periodos de fuerte actividad o largos periodos de inactividad pero manteniendo
constantes los pesos relativos que fueron establecidos por procesos plasticos de tipo hebbiano.
De esta manera las neuronas pueden conservar las diferencias en la fuerza de sus conexiones
que codificarian la informacion, mientras se mantiene la actividad total dentro de un rango

adecuado funcionalmente (Nelson y Turrigiano, 2008) (figura 2).

Potenciacion Escalamiento Escalamiento

=

Disparos  +—H-H-H—H—— - HHHH

Figura 2. Esquematizacion de la homeostasis sinaptica a través del escalamiento de receptores. 1)
Niveles basales, ambas sinapsis tienen el mismo numero de receptores, 2) Una de las sinapsis es
potenciada y como consecuencia aumenta su nimero de receptores, asi como la frecuencia de
disparos total, 3) Se remueven receptores de ambas sinapsis, de tal modo que la que fue potenciada
tiene mas que la otra, pero la frecuencia de disparo total vuelve a niveles basales. Modificado de
Turrigiano, 1998.

Trdfico de receptores AMPA en plasticidad relacionada a la experiencia

Dentro de los eventos moleculares que subyacen a fenomenos de plasticidad sinaptica como la
LTP y LTD, y presumiblemente a los cambios en el comportamiento que ocurren con el

aprendizaje, el trafico de receptores AMPA ha sido ampliamente estudiado.
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Se han reportado tres tipos de fendmenos donde el trafico de estos receptores se relaciona con
eventos plasticos: el fortalecimiento de una sinapsis se relacionaria con la adicion de receptores
que contienen subunidades con cola citoplasmatica C-terminal larga, que son las GIuR1 y 4;
esto de manera dependiente de actividad (Hayasi et al., 2000). El debilitamiento de la sinapsis
se relacionaria con la endocitosis de todos los tipos de receptor AMPA, proceso también
dependiente de actividad (Malinow y Malenka, 2002). Por ultimo, también hay trafico de estos

receptores en ausencia de plasticidad e incluso de actividad (McCormack, et al., 2006).

Ademads, se han reportado cambios en la composicion, cantidad y fosforilacion de subunidades
del receptor AMPA después de distintos tipos de aprendizaje, algunos relacionados con la
amigdala (Kessels y Malinow, 2009), pero también con el hipocampo. Por ejemplo, utilizando un
vector viral con receptores AMPA con propiedades de rectificacion particulares, se pudo
observar un aumento en la incorporacion de este tipo de receptores a sinapsis funcionales,
después de un aprendizaje de condicionamiento al miedo, el cual resulté necesario para que se
estableciera esta memoria (Rumpel et al., 2005).

Un antecedente donde se relacionan cambios en subunidades asi como homeostasis de
receptores AMPA con la potenciacion a largo plazo de respuestas sindpticas, es el trabajo de
Whitlock y cols., (2006). Un solo ensayo de prevencion pasiva - donde el animal debe aprender
a evitar un contexto asociado a un estimulo aversivo- provoca el aumento de la transmision
sinaptica en el hipocampo, aumenta la fosforilacién de la Ser®** de GIuR1 y la cantidad de
subunidades GIuR1/2 en fracciones de sinaptoneurosomas de esta estructura.
Importantemente, los cambios en la fosforilacion y cantidad son transitorios, siendo maximos
media hora después del entrenamiento, y regresando a niveles basales aproximadamente a las
dos horas. Sin embargo el aumento en la transmisién sinaptica es mas perdurable. Esto apunta
a mecanismos homeostaticos a nivel del trafico de receptores que mantiene estable el nUmero

total de los mismos, independientemente de que algunas sinapsis estén potenciadas y otras no.

Gen de expresion temprana Arcy trafico de receptores AMPA

Desde que se establecio la sintesis proteica en neuronas de regiones especificas del cerebro
como un evento fundamental para la formacién de la memoria, se ha estudiado la expresion y
funcién de genes especificos. Particularmente aquellos cuya transcripcion y/o traduccion es

inducida en corto tiempo por la entrada de iones de calcio en la postsinapsis. A estos se les
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llama genes de expresion inmediata (IEGSs), y para su transcripcidn no requieren de la sintesis
de novo de otras proteinas ni activacion previa de otros genes (Miyashita et al., 2008).

Uno de ellos es el gen de la proteina asociada al citoesqueleto regulada por la actividad (Arc),
también conocido como Arg3.1, que fue identificado por primera vez en 1995 por dos grupos
independientes (Link et al., 1995 y Lyford et al., 1995). Su expresion es inducida por la entrada
de Ca*" (Waltereit et al., 2001) producida por el aumento en la frecuencia de disparo provocado
artificialmente: por estimulaciéon eléctrica convulsiva (Lyford et al., 1995), LTP (Link et al., 1995)
e incluso por la conducta que realice el animal, por ejemplo la exploracion de un ambiente
novedoso (Guzowski et al., 1999).

El mMRNA de Arc tiene una dindmica de localizacion intracelular muy particular, ya que después
de su transcripcion es transportado a las dendritas, y su acumulacién es mayor en las sinapsis
qgue fueron especificamente estimuladas (revisado en Steward y Worley, 2002

En cuanto a la importancia de esta proteina para la formaciéon de la memoria, se ha reportado
gue ratones knock out (KO) para Arc presentan deficiencias en la memoria a largo plazo en
tareas espaciales, en condicionamiento al miedo (tanto con un tono y con el contexto como
estimulos condicionados), en el condicionamiento aversivo al sabor y en el reconocimiento de
objetos (Plath et al., 2006). Estos resultados, aunados a la especificidad con que su mRNA se
dirige a las sinapsis estimuladas, apuntan a que la proteina Arc juega un papel importante en la

plasticidad neuronal y la consolidacion de la memoria a largo plazo.

La funcién de la proteina Arc que mas ha sido estudiada involucra el trafico de receptores
AMPA, ya que la interaccion de Arc con la dinamina-2 y la endofilina-3 (proteinas involucradas
en la endocitosis mediada por clatrina) promueve que estos receptores sean vesiculados e
internalizados al citoplasma, causando una disminucién en los potenciales postsinapticos
excitadores miniatura, es decir en la excitabilidad de la sinapsis particular (Chowdhry et al.,
2006). En neuronas en cultivo la sobreexpresion de Arc disminuye la expresion de receptores
AMPA en la membrana celular y la amplitud de sus corrientes, mientras que en las células KO
para Arc hay mas de estos canales, ademas de que su excitabilidad estd aumentada (Shepherd
et al.,, 2006, Rial Verde et al.,, 2006). A partir de estos datos se ha generado un modelo de
escalamiento sinaptico homeostético de receptores AMPA en el que Arc contribuye a mantener
la excitabilidad de las neuronas en rangos funcionales, mientras que se mantienen los pesos

sinapticos que codifican la informacion.
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Otro fendbmeno en el que interviene esta funcién de Arc es una forma de LTD que requiere de
sintesis proteica rapida y de novo en las dendritas, y que es independiente de los receptores
NMDA. La activacion de receptores mGIuR del grupo 1 induce en 5 minutos la traduccion del
MRNA de Arc que ya se encuentra en las dendritas, respuesta que es esencial para el
desarrollo de este tipo de LTD. A su vez la traduccion de Arc necesita de la fosforilacion del
factor de elongacion eEF2 por eEF2K, que usualmente estd unida a los mGIluRs. Ademas de
promover la sintesis de la proteina de Arc, eEF2 inhibe la elongacion de las demas proteinas,
por un mecanismo que aun no es bien comprendido (Park et al., 2008).

De acuerdo a estos datos el aumento sostenido en la transcripcion de Arc debido a la activaciéon
de los receptores mGIuR1 provocaria una mayor endocitosis de receptores AMPA,
disminuyendo la excitabilidad de las sinapsis y promoviendo a su vez la depresién a largo plazo
(Waung et al., 2008).

Los estudios acerca de la expresion de Arc como consecuencia de una conducta realizada por
el animal son importantes para dilucidar la relevancia de sus funciones en procesos cognitivos
basicos. Sin embargo, los estudios se han enfocado en la deteccién del mMRNA. Recientemente
se analiz6 la expresion de la proteina en la corteza gustativa en respuesta a un estimulo
gustativo familiar o novedoso. Se encontré6 que mientras mas familiar es el estimulo mas se
expresa Arc, y que la proteina se localiza en las dendritas de las neuronas (Morin et al., 2011)
(figura 3). Esto, en un lapso aproximado de 30 y 60 minutos posteriores al consumo del sabor
(Chavez-Hurtado, 2011). Este aumento en la expresion de la proteina con el sabor familiar fue
bloqueado con un tratamiento que interfiere con la consolidacion de este tipo de memoria: la
inyeccion de un inhibidor de la sintesis proteica en el hipocampo dorsal después de la primera
presentaciéon del sabor (De la Cruz et al., 2008).

Con estas evidencias no es factible mas que especular sobre qué funcion celular esta llevando
a cabo Arc en la corteza insular. Una posibilidad, dados los antecedentes reportados en la
literatura, es que esté ocurriendo trafico de receptores AMPA. Sin embargo, esto es dificil de
investigar in vivo, con células que provengan de animales que han realizado una tarea

conductual.
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Figura 3. Expresion de la proteina Arc en la corteza insular en la atenuacion de la neofobia. A) Aumento
de la expresion de Arc en animales que han consumido un sabor familiar (F2, F5), con respecto a un
sabor novedoso y agua (N, W). B) Cuantificacion de inmunohistoquimica contra Arc y la proteina de
unién a microtubulos MAP2. Entre el estimulo gustativo novedoso y el familiar no cambia el nimero de
células Arc+, ni el area total de MAP2. Sin embargo aumenta significativamente el area de
colocalizacion Arc/MAP2. Modificado de Morin et al., 2011.

Crosslinking de proteinas para el estudio de trdfico de receptores

El estudio del trafico de receptores se ha realizado con distintas aproximaciones como la
iodinacién, biotinilacién o marcadores inmunofluorescentes, sin embargo por su complejidad la
mayoria de las técnicas se reservan para cultivos celulares (Vassilieva y Nusrat, 2008). No
obstante, existen algunos métodos que permiten distinguir entre proteinas que al momento de
obtener una muestra de tejido se encuentran en la membrana celular, de aquellas que se
localizan en el citoplasma. Una alternativa es a través del uso de agentes entrecruzadores de

proteinas que normalmente se utilizan para estudiar interacciones entre ellas.

El BS® (bis-(sulfosuccinimidil) suberato) es un compuesto que cuenta con un brazo espaciador
de 8 carbonos, con un grupo ester reactivo en cada extremo, que se acopla con aminas para
formar enlaces peptidicos (figura 4) (Hermanson, 2008). Una caracteristica que lo diferencia de
otros compuestos similares es su alta solubilidad en agua, que lo hace impermeable a la
membrana plasmatica. Al entrar en contacto con proteinas de la superficie celular, los grupos
ester del BS® reaccionan irreversiblemente con sus aminas (primarias y en grupos funcionales

de algunos aminoacidos), formando grandes aglomerados que permiten la diferenciacion de
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reservorios de proteinas membranales e intracelulares en base al peso molecular usando SDS-
PAGE y Western blot. Esta técnica ha sido utilizada exitosamente para determinar la
disminucion de receptores AMPA en la membrana en varias estructuras cerebrales, como
consecuencia de un tratamientos tales como la anestesia (Gould et al., 2007, Carino et al.,
2011).

A pesar de ser una técnica que separa de manera inespecifica el pool proteico membranal del
intracelular, el crosslinking tiene al menos dos grandes ventajas. Una es la simplicidad del
tratamiento a la muestra, y la segunda es que se pueden tratar muestras provenientes de

animales que han realizado tareas conductuales.
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Figura 4. Esquema del bis-(sulfosuccinimidil) suberato (BS®), y de la reaccién mediante la cual forma
conjugados de compuestos que contienen grupos amino, como las proteinas. Los derivados éster N-
hidroxisuccinimida (NHS) del BS® forman enlaces peptidicos con compuestos amino. El grupo NHS se
separa (Modificado de Hermanson, 2008).

Memoria gustativa

El reconocimiento de un sabor es una capacidad importante para la sobrevivencia de un animal,
ya que debe identificar las propiedades nutritivas de los alimentos, prevenir la posibilidad de
ingerir algo toxico, ademéas de conocer qué alimentos de su entorno puede consumir cuando
otros no estan disponibles, etc. Tal reconocimiento puede ser una conducta innata o requerir de
informacién acerca de las consecuencias de haberlo consumido en el pasado, es decir de la
memoria. Esta no sélo incluye el reconocimiento sino las caracteristicas del sabor como lo son
el valor hedodnico, grado de familiaridad y sus propiedades nutritivas o toxicas (Nufiez-Jaramillo
et al., 2010).
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Existen diversos modelos o tareas gustativas que han servido para investigar los sustratos
neurobiol6gicos y mecanismos moleculares de la formacion de la memoria en general. Se
pueden dividir en modelos de memoria de sabor apetitivo y de sabor aversivo.

Cuando el animal se encuentra con un sabor nuevo y después de consumirlo no tiene ninguna
consecuencia asociada a toxicidad, se forma una memoria incidental y segura (Nufiez-Jaramillo
et al.,, 2010). Algunos estimulos estan asociados con altos valores nutritivos, por ejemplo los
sabores dulces, por lo que los animales tienden a preferirlos y consumirlos mas, es decir que
provoca una respuesta apetitiva. Experimentalmente se cuenta con varios paradigmas para
estudiar este tipo de aprendizaje: en la habituacion se le presenta al animal en dias sucesivos
(o intercalados con agua) un liquido con sabor, usualmente poco concentrado, del cual
consume mas cada dia hasta llegar a una asintota. Es parecido a la atenuacion de la neofobia
(AN, figura 5), en el que se utiliza un sabor que al presentarse por primera vez es consumido en
menor medida a comparacion de una linea base de agua, lo cual se conoce como neofobia y es
una tendencia natural de los roedores. Con sucesivas exposiciones al sabor, la neofobia se
atenla y el animal aumenta su consumo hasta una asintota. En la inhibicién latente la
preexposicidbn a un sabor disminuye su potencial como estimulo condicionado para un
condicionamiento aversivo. Se ha considerado que en la habituacion se excluyen los elementos
aversivos del aprendizaje gustativo, siendo puramente incidental (Miranda et al., 2008). Sin
embargo es mas adecuado plantear la aversion y la preferencia como dos extremos de un

continuo (Bermudez-Rattoni, 2004).
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Figura 5. Gréfica prototipica de la Atenuacion de la Neofobia con sacarina como estimulo gustativo. La
linea base consiste en 3 6 mas dias de consumo de agua, en la adquisicion se presenta el sabor
nuevo, y el consumo se ve disminuido. Al no haber consecuencias gastricas aversivas, en los dias
subsecuentes el consumo aumenta hasta llegar a una asintota. Modificado de Bermudez-Rattoni,
2004,
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En cuanto a los modelos de memoria de sabor aversivo el més utilizado es el condicionamiento
aversivo a los sabores (CAS), en donde un sabor novedoso (EC, estimulo condicionado) es
seguido de un agente que provoca malestar gastrico (El, estimulo incondicinoado por ejemplo
una inyeccioén i.p. de LiCl). La siguiente vez que se presenta el sabor al animal, reduce su
consumo. Una de las mas grandes ventajas de este paradigma es que solo se requiere de un
ensayo para establecer el aprendizaje, ademas de que la ventana temporal entre el estimulo
condicionado y el incondicionado puede ser muy larga, incluso de horas (Bermudez-Rattoni,
2004). También se estudia la extincion del CAS, que comienza cuando se presenta el estimulo
condicionado sin el incondicionado y el animal gradualmente aumenta su consumo en

sucesivas presentaciones (Nufiez-Jaramillo et al., 2010).

Sustratos neuroanatémicos del procesamiento y memoria gustativos

A continuacion se detallaran las vias por las que viaja la informacion sensorial que interviene en
la memoria gustativa, tanto segura como aversiva. Ademas del sabor del estimulo son
importantes otras propiedades (valor hedoénico, caracteristicas nutritivas o tdxicas), y para
detectarlas se requiere también informacion visceral.

Después de su transduccion quimica en la cavidad oral, la informacién del sabor viaja por los
nervios craneales facial, glosofaringeo y vago (VII, IX y X) hasta la porcién rostral del nucleo del
tracto solitario. En los primates, los axones del nucleo del tracto solitario mandan sus
proyecciones directamente al diencéfalo, mientras que en los roedores, fibras de este nucleo se
proyectan hasta el nicleo parabraquial posteromedial, de donde hay proyecciones hasta el
hipotadlamo lateral, el nucleo de lecho de la estria terminal y la amigdala central y basolateral,
asi como el ndcleo ventral posteromedial del talamo. Este Gltimo se proyecta a la corteza
gustativa que esté ubicada en la corteza insular (Bermudez-Rattoni, 2004).

La informacién visceral relacionada con el malestar gastrico puede venir del nervio vago o la
sustancia inductora de malestar puede llegar por la sangre al area postrema. Ambas vias
proyectan a la porcion caudal del nucleo del tracto solitario, de ahi al nucleo parabraquial
externo lateral, después al tAlamo vetroposterolateral y la amigdala central (Bermudez-Rattoni,
2004) (figura 6).

En cuanto a los sistemas de neurotransmision relacionados al procesamiento de la informacion
gustativa segura, es importante la corteza insular, que tiene aferencias GABAérgicas,

colinérgicas, glutamatérgicas y noradrenérgicas (Nufez-Jaramillo et al., 2010).
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Figura 6. Esquematizacion de las vias
relacionadas al sabor e informacion visceral
en la rata. V nervio trigémino, VII nervio
facial; IX nervio glosofaringeo; X nervio
vago; NTS nucleo del tracto solitario; PBN
ndcleo parabraquial; Amy amigdala, VPMpc
ndcleo ventral posteromedial parvocelular;
CG corteza gustativa, OFC corteza olfativa.
Modificado de Carleton et al., 2010.

V. X IX VIl

Se ha reportado que se da un aumento en la liberacién de acetilcolina en la corteza insular ante
un estimulo gustativo novedoso, es decir que los niveles de este neurotransmisor vuelven a
valores basales cuando el estimulo se vuelve familiar (Miranda et al., 2000). Asimismo la
inyeccion de antagonistas colinérgicos en esta estructura impide la adquisicion y consolidacién
de la atenuacién de la neofobia (Gutiérrez et al., 2003b). En cuanto al sistema glutamatérgico,
existe controversia en la literatura acerca del papel de los receptores NMDA: antagonizando su
actividad con el farmaco AP5 no se encuentra ningun efecto, y con MK801, se bloquea la
consolidacion de la atenuacion de la neofobia (Gutierrez et al., 2003a, Figueroa-Guzman et al.,
2006). El sistema dopaminérgico (Di/Ds) también es necesario para la adquisicion de
informacion gustativa, al igual que el GABAérgico (GABA,), y este Ultimo también esta
involucrado en la evocacién de la memoria aversiva (Berman et al, 2000). Por otro lado, los
receptores B-adrenérgicos participan en el aprendizaje incidental apetitivo de un sabor dulce,
que es un paradigma conductual de reconocimiento de sabor seguro ligeramente distinto a la

atenuacion de la neofobia (Miranda et al., 2008).

La corteza insular en la codificacion y memoria gustativas

La corteza insular se divide en tres &reas por su citoarquitectura: granular, disgranular y
agranular. Asimismo estas areas se dividen en tres capas: superficial (la mas lateral), media e
interna (figura 7).

La mayor parte de los estudios sobre la codificacion gustativa en la corteza insular se han
realizado con registros electrofisioldgicos. En primer lugar se ha descrito que las neuronas que
responden al sabor se encuentran mas abundantemente en las areas disgranular y agranular,
entre 1.9 y 0.75 milimetros anterior a Bregma (Ogawa et al., 1990) (figura 7). De entre estas
neuronas, hay algunas que se activan selectivamente ante alguno de los sabores considerados

basicos (dulce, amargo, acido, salado), es decir que modifican su actividad preferentemente
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cuando el animal consume cierto sabor (Yamamoto et al., 1989). Sin embargo hay otro tipo de
neuronas que responden a la palatabilidad o valor heddnico del sabor, es decir a lo agradable o
desagradable de un estimulo (Yamamoto, 1998b), de tal manera que pueden responder no solo
a un sabor amargo, sino a uno dulce que ha sido condicionado con malestar gastrico, por ser
ambos aversivos. Este tipo de neuronas responden de manera mas prominente cuando el sabor
es familiar que cuando es novedoso (Yamamoto et al., 1989b).

Tomando en cuenta el componente temporal de las respuestas de las neuronas de la corteza
gustativa, se reportd que las células pueden cambiar su patrén de disparo ante distintos
sabores y su palatabilidad de manera mas temprana o mas tardia (hasta 2.5 segundos después
del estimulo) (Katz et al.,, 2001). Esto muestra que la codificacion gustativa es adn mas
complicada, ya que ademas de las caracteristicas quemiosensitivas estan las
somatosensoriales (p.e. temperatura, la sensacion del liquido en la lengua) y hedédnicas, asi
como la familiaridad del estimulo.

Otra manera de estudiar la actividad de la corteza insular en el procesamiento gustativo ha sido
con imagenologia 6ptica intrinseca in vivo. Con esta técnica se puede monitorear la actividad de
la corteza con una buena resolucién espacial, y al mapear las areas activadas por cuatro
sabores se obtuvieron patrones espaciales distintos para cada uno. También se observo una
respuesta al agua destilada, en una region mas caudal (Acolla et al., 2007).

En cuanto a la codificacion de la novedad y familiaridad, se ha reportado que las neuronas de la
corteza gustativa aumentan su respuesta tardia (de 2 a 8 segundos) ante un estimulo familiar
especifico respecto a uno novedoso (Bahar et al., 2004). Se sugiere que la familiaridad se
codifica en ensambles neuronales especificos de la corteza, incluso con las mismas neuronas
gue responden a las propiedades somato y quemiosensoriales de los sabores, pero con un

cbdigo temporal distinto.

A

Figura 7. Localizacion (A y B, modificado de Accolla et al., 2007) y citoarquitectura (C, modificado de
Ogawa et al., 1990) de la corteza gustativa; mca arteria cerebromedia; rhv surco rhinal; GC corteza
gustativa; IC corteza insular; Pir capa endopiriforme; G area granular; D area disgranular; A area
agranular; Int capa interna; Med capa medial; Sup capa superficial; CL claustro; cc cuerpo calloso.
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Planteamiento del problema

La atenuacion de la neofobia es un paradigma conductual de memoria de reconocimiento al
sabor seguro. Entre los eventos moleculares en la corteza insular que subyacen este tipo de
memoria se ha descrito un aumento en la expresion de la proteina Arc, la cual es esencial para
la plasticidad relacionada a la formacion de la memoria a largo plazo.

Una de las funciones celulares que se han reportado para esta proteina es promover la
endocitosis de receptores a glutamato de tipo AMPA, por lo que en este proyecto se investigé la
localizacién de los mismos, en la membrana y citoplasma de células de la corteza insular. Esto,
con el fin de buscar cambios en el trafico de receptores AMPA en una ventana temporal

coincidente con la de la expresion de la proteina Arc en la misma tarea y estructura.
Objetivo
Determinar si cambia la proporcion de receptores AMPA en la membrana con respecto al

citoplasma en las células de la corteza insular, en los minutos posteriores al consumo de un

sabor por primera, segunda y quinta vez.

Hipotesis

Habra una disminucion de receptores AMPA en la membrana en las neuronas de la corteza
insular si los animales consumen un sabor en repetidas ocasiones, y no la habra si lo consumen

por primera vez.

24



Método

Animales

51 ratas macho de la cepa Wistar, de entre 250 y 300 g de peso al inicio de los experimentos,
obtenidas del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular (UNAM). Los animales se mantuvieron
en el vivarium del mismo Instituto en cajas plasticas individuales con comida ad libitum, a una

temperatura de 22°C + 1 y un ciclo L:D 12:12 con inicio a las 7 hrs.

Procedimiento conductual

El procedimiento general consistio en privar de agua a las ratas a las 17 hrs., una tarde antes
del inicio de los experimentos conductuales. Cada dia se permitié el consumo de liquido dos
veces: por las mafianas entre 10:30 y 11:30 hrs., 5 mL de agua o sacarina al 0.5% segun el
protocolo (que para cada grupo se especifica mas adelante). Por las tardes a las 17 hrs, 30 mL
de agua para evitar la deshidratacion.
Como se muestra en el diagrama de la figura 7, para todos los grupos se dieron cinco dias de
linea base, que consistié en dar por la mafiana a cada animal acceso al consumo de 5 mL de
agua. A partir del sexto dia se comenzd a dar sacarina al 0.5% como estimulo gustativo
novedoso (neofobia), y para los grupos correspondientes los dias subsecuentes se siguio
proporcionando sacarina por las mafianas (atenuacion de la neofobia). Se formaron tres grupos
con distintos grados de familiaridad con el estimulo:
e Novedoso (grupo N). Los animales de este grupo fueron sacrificados después de
consumir sacarina por primera vez.
e Familiar (grupo F2). Los animales de este grupo fueron sacrificados después de
consumir sacarina por segunda vez.
e Muy familiar (grupo F5). Los animales de este grupo fueron sacrificados después de

consumir sacarina por quinta vez.

Adicionalmente se incluyeron cuatro ratas que tuvieron libre acceso a agua y siempre
permanecieron en su caja hogar (grupo CAJA), para tener un punto de referencia y determinar

si la privacion de agua tenia algun efecto. Estos animales fueron sacrificados en un horario
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similar a los demas, siendo tomados directamente de sus cajas sin ninguna manipulacion
adicional.

Para examinar los cambios en la distribucion de receptores AMPA en la membrana e interior de
la célula en los minutos posteriores al consumo del estimulo gustativo, se realizaron curvas
temporales en cada uno de los grupos de familiaridad (figura 8). Es decir, se sacrificaron
animales en:

¢ 0 minutos. Sacrificio sin proporcionar consumo de liquido.

e 15 minutos. Sacrificio 15 minutos después del inicio del consumo.

e 60 minutos. Sacrificio 60 minutos después del inicio del consumo

/ N
/ N
/ N
~ N
0’ 15’ 30’ 60’
| m——

sacarina
0.5%

Figura 8. Diagrama del protocolo conductual de atenuacion de la neofobia, y de la curva
temporal.

Sacrificio, crosslinking e inmunoblot

El bis-(sulfosuccinimidil) suberato (BS® es un molécula cuyos dos extremos, al entrar en
contacto con los grupos amino de las proteinas, forman un enlace peptidico. Esto ocasiona que
se entrecrucen entre si todas las proteinas que se encuentren expuestas al reactivo, formando
agregados de alto peso molecular. Asimismo, el BS® es una molécula hidrofilica, por lo que no

atraviesa la membrana plasmatica de las células, y por ello los agregados que forma son
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Unicamente entre proteinas de superficie de membrana. Posterior al tratamiento de las
muestras, se lleva a cabo un SDS-PAGE y se pueden realizar inmunoblots contra cualquier
proteina de membrana. Se obtienen dos bandas: una correspondiente al peso molecular normal
de la proteina, y otra en lo alto del carril, pues los agregados son de tal alto peso molecular que

no migran durante la electroforesis con un gel al 10% como el utilizado en este trabajo.

Los animales fueron sacrificados por decapitacién e inmediatamente se removié el cerebro
colocandolo en solucion salina 0.9% a 4°C. Después de un minuto con ayuda de una matriz
graduada se cortd una rebanada coronal de dos milimetros de espesor, un milimetro anterior y
un milimetro posterior al cruce entre la arteria cerebromedial y el surco rinal (figura 7). De esta
rebanada se obtuvo una muestra de corteza insular por hemisferio de aproximadamente 2 mm
de espesor x 2 mm de largo x 1 mm de alto, entre la orilla del cerebro y el cuerpo calloso.

Las muestras se colocaron en BS® (Thermo Scientific®) 4 mM disuelto en ACSF a 4°C, durante
30 minutos en agitacibn para que se llevara a cabo la reaccidbn de crosslinking o
entrecruzamiento (como se reporté en Gould et al., 2007).

Para terminarla se agreg6 glicina 100 mM, incubando por 10 minutos para después centrifugar
brevemente y resuspender el pellet en buffer de lisis frio (Tris 50 mM, NaCl 150mM, Triton-X
1%, SDS 0.1%, con inhibidores de fosfatasas y proteasas). Posteriormente las muestras fueron
homogeneizadas por sonicacion y centrifugadas 10 minutos a 2000 rpm a 4°C, recuperandose

el sobrenadante que fue almacenado a -80°C hasta su uso.

El inmunoblot se realiz6 cuantificando las proteinas de las muestras de homogenados de
corteza insular a través del método de Lowry (Bio-Rad Dc Protein Assay®) y realizando un
SDS-PAGE con poliacrilamida al 10%. Después se transfirieron las proteinas a una membrana
de PVDF (Bio-Rad®), la cual se incubd en solucién de bloqueo (BSA 5% en trizma base con
salina con tween 0.1%, TBS-T) por una hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios
(GluR2 y GAPDH) se incubaron toda la noche a 4°C en agitacién o 2 hrs a temperatura
ambiente, mientras que los anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano fueron
incubados por una hora y media a temperatura ambiente. El revelado se realizé a través de una
reaccién quimioluminescente (Immobilon Wester, Millipore®), captada en film radiografico
(Kodak®). Primero se realizé el blot contra GIuR2 y en algunos casos, después de su revelado,
la membrana fue eluida y se realiz6 un blot contra GAPDH como control de carga. Los

anticuerpos utilizados fueron: anti-GluR2 hecho en cabra 1:600 (Santa Cruz®), anti-GAPDH
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hecho en raton 1:10 000 (Millipore®), anti-cabra hecho en burro 1:20 000 (Santa Cruz®) y anti-
raton hecho en cabra 1:20 000 (Millipore®).

Las imagenes fueron digitalizadas y la densidad Optica relativa de las bandas fue cuantificada
con el programa ImagelJ. Se obtuvo el cociente entre la densidad éptica de la banda
correspondiente a proteina membranal, y la densidad Optica de la banda correspondiente a
proteina intracelular. Asimismo se verificd, en los grupos donde fue realizado el inmunoblot
contra GAPDH, que la densidad éptica de esa banda no variara, sin embargo este parametro no

se utilizé para la cuantificacion de los resultados.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, en cada grupo de la categoria de familiaridad se promediaron los
datos de todos los animales de cada punto temporal. Posteriormente se realizaron pruebas
ANOVA de una via, y para las que resultaron significativas, una prueba post hoc de Fisher para

saber entre qué grupos eran tales diferencias.
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Resultados

Se utilizé un protocolo de entrecruzamiento de proteinas con bis-(sulfosuccinimidil) suberato
(BS®), agente hidrofilico que no atraviesa la membrana plasmatica. Al tratar de esta manera la
muestra previamente al lisado, se forman agregados de proteinas que estén insertadas en la
membrana, entre ellas los receptores AMPA.

Estos agregados son de tan alto peso molecular que durante la electroforesis no migran. Al
realizar el inmunoblot se obtienen dos bandas: una correspondiente al peso molecular de la
proteina, que en este caso para la subunidad GIuR2 es 100 kDa y que se encontraba en el
interior de la célula al momento de realizar el tratamiento; y otra en la parte superior del carril,
que corresponde a la proporcion de proteina que form6 agregados por haber estado en la
membrana plasmatica al momento de realizar el crosslinking (figura 9). Otras proteinas que se
localizan en el citoplasma como GAPDH (figura 9) y Arc (no mostrada), no forman agregados de

alto peso molecular, y por ello no revelan bandas en la parte superior del carril.

—a Inicio
del camil

53 kD.
i S 100 kDa .

GR2
CONTROL . Muestras tratadas con BS?
muestras sin tratar con BS”

- ] B ]

Figura 9.La doble banda sélo se obtiene cuando las muestras son tratadas con BS® con proteinas
membranales y no citoplasmaticas. 1zq.) Inmunorreactividad de la subunidad GIuR2 del receptor AMPA,
en muestras tratadas y no tratadas con BS®. En el control se obtiene Ginicamente una banda del peso
molecular de la proteina, (100 kDa), mientras que en las tratadas hay una banda adicional en la parte
mas superior del carril. Der.) La proteina intracelular GAPDH no forma una banda en la parte superior del
carril.

Mediante este método se analizé el contenido membranal con respecto al intracelular, de la
subunidad GluR2 del receptor AMPA, en muestras de la corteza insular de ratas que estuvieron
bajo un protocolo de reconocimiento de un sabor seguro, que fue sacarina al 0.5%. Para ello se
formaron tres grupos: uno que hubiese bebido el sabor por primera vez (N), uno que lo hubiese
bebido por segunda vez (F2), y otro que lo hubiese bebido por quinta vez (F5). En cada una de
estas condiciones se probaron tres puntos temporales: una antes de probar el sabor (0 min), y a

los 15 y 60 minutos de haber comenzado el consumo.
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Como se observa en la grafica de la figura 10, en la condiciéon de sabor novedoso (N), entre los
tres puntos temporales analizados no hay un cambio significativo en el cociente de
inmunorreactividad de GIuR2 membranal respecto a la intracelular (ANOVA de una via F;, 14 =
0.724, p = 0.5020). Esto indica que no se detecto trafico de estos receptores en las neuronas de

la corteza insular como consecuencia del consumo de un sabor novedoso.
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Figura 10. Estimulo gustativo novedoso (N). No hay cambios significativos en la distribucion
membranal / intracelular de la subunidad GluR2 del receptor AMPA en la corteza insular de animales
gue han consumido un sabor novedoso, antes de probarlo (0 min), y a los 15 y 60 minutos de
comenzar a beberlo (n = 4, 7 y 6 respectivamente). A) Protocolo conductual, B) Grafica del promedio
del cociente entre la densidad éptica de la banda membranal y la intracelular. Se muestra el error
estandar; la linea punteada representa el promedio de este indice en animales que nunca fueron
privados de liquido (CAJA) C) Imagen representativa de la inmunorreactividad de ambas bandas.

Por otro lado, en la condicién F2, donde los animales bebieron sacarina 0.5% por segunda vez,
se observa una tendencia a que con respecto a los 0 minutos, aumente a los 15 minutos la
proporcion GluR2 membranal/ intracelular, y que disminuya de nuevo a los 60 minutos (figura
11). Sin embargo, esta tendencia no resulta estadisticamente significativa (ANOVA de una via,

F,1, = 0.401, p = 0.7761).
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Figura 11. Estimulo gustativo administrado por segunda vez (F2). No hay cambios significativos en la
distribucion membranal / intracelular de la subunidad GIuR2 del receptor AMPA en la corteza insular
de animales que han consumido un sabor familiar, antes de probarlo (0 min), y a los 15 y 60 minutos
de comenzar a beberlo (n = 5, 7 y 3 respectivamente). A) Protocolo conductual, B) Gréfica del
promedio del cociente entre la densidad éptica de la banda membranal y la intracelular. Se muestra el
error estandar; la linea punteada representa el promedio de este indice en animales que nunca fueron
privados de liquido (CAJA) C) Imagen representativa de la inmunorreactividad de ambas bandas.

En la condicién F5, donde los animales consumieron por quinta vez sacarina 0,5%, es decir un
sabor muy familiar, se dio una disminucién significativa en la proporcion GIuR2
membranal/intracelular a los 60 minutos de haber bebido, con respecto a los 0 minutos (ANOVA
de una via, F, 1, = 4.360, p = 0.0377, prueba post hoc de Fisher 0 min vs. 60 min p = 0.126),
como se muestra en la figura 12. Esto indica que en ese tiempo, en las neuronas de la corteza
insular hubo una disminucién de la localizacion de receptores AMPA que contienen la

subunidad GIluR2, como consecuencia de haber bebido por quinta ocasion.
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Figura 12. Estimulo gustativo administrado por quinta vez (F5). Disminucién de la distribucion
membranal / intracelular de la subunidad GIuR2 del receptor AMPA en la corteza insular de animales
que han consumido un sabor familiar, a los 60 minutos de haberlo probado con respecto a los 0
minutos (n = 5 para todos los grupos). A) Protocolo conductual, B) Gréfica del promedio del cociente
entre la densidad éptica de la banda membranal y la intracelular. Se muestra el error estandar; la
linea punteada representa el promedio de este indice en animales que nunca fueron privados de
liquido (CAJA). C) Imagen representativa de la inmunorreactividad de ambas bandas.

Adicionalmente se realiz6 una prueba estadistica para buscar diferencias entre los grupos de 0
minutos y los sujetos del grupo CAJA, que nunca fueron privados de liquido, para saber si esta
privacion tuvo algun efecto en la distribucion de receptores AMPA. No se encontraron
diferencias en el cociente AMPA membranal / AMPA intracelular, entre estos grupos (ANOVA
de unavia, F314 = 0.483, p = 0.6993).
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Discusion

El presente estudio es una primera aproximacion al uso del ensayo de crosslinking con un
agente impermeable a la membrana, para detectar cambios en la expresion de la subunidad
GIluR2 del receptor AMPA localizada en la membrana, respecto a la cantidad de la misma
expresada en el citoplasma (proporcion AMPA membranal/ AMPA intracelular). Esto, en la
corteza insular de animales que llevaron a cabo una tarea de reconocimiento gustativo. La
técnica fue exitosa en detectar una disminucién en esta proporcion, a los 60 minutos de que los
animales bebieran un sabor muy familiar (por quinto dia consecutivo), lo cual no sucedi6

cuando bebieron un sabor novedoso o poco familiar.

Para analizar el significado e implicaciones que puede tener este cambio en la localizaciéon de
receptores en el establecimiento de la memoria de reconocimiento gustativa, a continuacion se
mencionaran otros estudios acerca de dos aspectos de los resultados obtenidos en este
trabajo: por un lado eventos bioquimicos que ocurren en la familiarizacion con un estimulo

gustativo seguro, y por otro el tréfico de receptores AMPA ante la actividad neuronal.

Respecto a la formacién del trazo de memaria de reconocimiento gustativa, en varios reportes
se han resaltado los eventos neuroquimicos y celulares que se relacionan con la novedad y
cémo van disminuyendo su intensidad mientras el estimulo se presenta repetidamente. Uno de
ellos es la liberacién de acetilcolina (Ach) en la corteza insular, que va disminuyendo conforme
el animal se familiariza con el sabor (Miranda et al., 2000). La fosforilacién de la subunidad
NR2B del receptor NMDA (Rosenblum et al., 1997) y de la proteina ERK1/2 (Berman et al.,
1998) ocurre con el estimulo novedoso y no con el familiar. Asimismo, el factor de transcripcién
c-fos se expresa en menor medida con el estimulo familiar que con el novedoso (Koh et al.,
2003), y en general la memoria gustativa segura deja de ser susceptible a inhibidores de
sintesis de proteinas en la corteza insular cuando el sabor es muy familiar (Rodriguez-Ortiz et
al., 2005). Importantemente, se ha reportado aumento en el contenido de las subunidades
NR2A y NR2B del receptor NMDA en la fraccién resistente a detergente de muestras de la
corteza insular de animales que 15 minutos antes bebieron un sabor novedoso. Este aumento
no se observa cuando el sabor se vuelve familiar y al igual que la memoria en esta tarea, es

sensible al bloqueo de receptores muscarinicos de Ach (Nuafez-Jaramillo et al., 2008).
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Estos antecedentes parecen apuntar a una serie de eventos intracelulares que ocurren en las
células de la corteza insular en una ventana temporal posterior al consumo del sabor novedoso,
presumiblemente para establecer el trazo de memoria, y que dejan de ser requeridos conforme
el sabor se presenta repetidamente y se vuelve familiar. Lo anterior es consistente con la vision
cldsica de la consolidacién de la memoria. Sin embargo, también hay evidencias de otros
eventos que contindan ocurriendo cuando el animal prueba un sabor familiar. Por ejemplo, esta
el caso de PKM(C, una isoforma de PKC que actia promoviendo la insercién de receptores
AMPA en la postsinapsis. Esta molécula es indispensable para el mantenimiento del LTP y de
memorias largo plazo como el condicionamiento aversivo al sabor, ya que si es inhibida su
actividad farmacolégicamente en zonas del cerebro relacionadas con una tarea ya aprendida -
incluso semanas antes-, los animales parecen olvidarla (Shema et al., 2007; Sacktor, 2011).

La expresion de la proteina Arc en células de la corteza gustativa no sé6lo continda sino que
aumenta con la familiaridad del sabor -hasta 5 dias, donde ya hay una asintota de consumo-
(Morin, et al., 2011). También

Los resultados obtenidos en el presente estudio, donde Unicamente cuando los animales
prueban un sabor muy familiar hay una disminucion de receptores AMPA en la membrana de
las células de la corteza insular, parecen formar parte del grupo de fendmenos que ocurren en
al evocar una memoria ya establecida. Otra manera de identificar cambios persistentes en la
manera en que el cerebro responde a la informacién previamente encontrada, es a través de
registros electrofisioldgicos. En el caso particular de la familiaridad con el sabor, se ha reportado
gue en la corteza gustativa, la respuesta promedio de la poblaciébn neuronal ante un sabor
familiar, incrementa en los ultimos 5 de los 7 segundos que dura (Bahar et al., 2004). Este
aumento en la actividad neuronal y los procesos celulares que mantienen un incremento en la
eficiencia sinaptica, podrian a su vez requerir de mecanismos de escalamiento homeostatico
que involucraran la internalizacion de receptores AMPA.

Si este fuera el caso, el escalamiento no afectaria la actividad global de una poblacion de
neuronas, y reduciria la cantidad de receptores AMPA en las membranas de todas las células
de la red que se activa con el consumo del sabor. Se mantendria alta la eficiencia de aquellas
sinapsis que fueron facilitadas en el pasado, y baja la de aquellas que no lo fueron.

Esta interpretacion de los datos podria ser apoyada por los estudios previos de la accién de la
proteina Arc promoviendo la endocitosis de receptores AMPA, ya que su expresion en las
dendritas de las células de la corteza gustativa incrementa cuando los animales beben un sabor

familiar, en la misma temporalidad que lo reportado en el presente estudio (60 minutos).
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Por su puesto, se requeririan experimentos adicionales para explorar esta correlacién, ya que
hasta el momento no se ha confirmado que Arc participe en el establecimiento de una memoria
largo plazo a través de la plasticidad homeostatica. Ademas, los estudios que tratan el papel de
la proteina Arc en la endocitosis de receptores AMPA, en general reportan efectos en la
subunidad GIuR1. Por ejemplo, neuronas Arc-KO muestran constitutivamente un aumento en
subunidades GIuR1 pero no GIUR2 en la superficie membranal. Sin embargo, al sobre-
expresarse la proteina en neuronas WT, hay una disminuciéon de subunidades tanto GluR1
como GIuR2 en la membrana (Shepherd et al., 2006). Asimismo, ante los periodos de bloqueo
cronico de actividad que normalmente se utilizan para provocar fenbmenos homeostaticos, los
receptores AMPA que se trafican entre la membrana y el citoplasma, no contienen la subunidad
GluR2, aungue son sustituidos en el transcurso de 12-24 horas por otros que si la contienen
(Isaac et al., 2007). La plasticidad homeostatica es un campo en intenso desarrollo que adn
carece de reportes que lo liguen como parte de procesos mucho méas complejos en el
organismo completo, en parte tal vez porque para poder observar fendbmenos homeostaticos
aln es necesario provocar cambios extremos y artificiales, lo cual puede ser distinto en un

futuro, en cuanto nuestros conocimientos y tecnologia lo permitan.

Como perspectivas de este proyecto, hay algunos experimentos que se podrian hacer para
determinar las implicaciones de los datos que se obtuvieron. En primer lugar seria importante
realizar inmunoblots contra las demas subunidades del receptor AMPA, ya que aunque la
GluR2 es la mas abundante, la regulacién de la composicion de los heterodimeros del receptor
tiene implicaciones funcionales y puede ser distinta para cada tipo. Los cambios aqui
reportados pueden o no extenderse a las subunidades GIluR1, GIUR3 y GluR4.

Asimismo, se podrian hacer inmunoprecipitaciones con alguna proteina marcadora de sinapsis,
como PSD-95, de las muestras tratadas con el agente entrecruzador BS® de tal manera que sea
posible aislar las proteinas sindpticas entrecruzadas. Esto afinaria la deteccion del tréfico de
receptores en la sinapsis, descartdndose o confirmandose un posible enmascaramiento de los
resultados por sucesos que no ocurren extrasinapticamente.

Para saber si la internalizacion de receptores AMPA en el reconocimiento del sabor seguro
tiene una relacién con la expresion de la proteina Arc en esta misma tarea, se podrian realizar
los mismos experimentos con animales Arc-KO, o inhibir la traduccién de esta proteina
inyectando localmente en la corteza insular oligonucle6tidos antisentido. Si se bloqueara la

disminucion de subunidades AMPA en la membrana, se apuntaria a que Arc juega algun papel
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en ello, apoyando la hipétesis de que promueve la endocitosis de receptores AMPA en las
neuronas.

Asimismo, se podria inhibir farmacolégicamente la endocitosis de receptores AMPA en la
corteza insular, por ejemplo a través de la inyeccion de un péptido sintético como el Tat-
GluR23y, el cual contiene residuos de tirosina que al unirse al receptor bloquean su
internalizacién. Entre otros efectos, este tratamiento impide la expresion de la LTD y la extincion
del condicionamiento al miedo (Dalton et al, 2008). Esto permitiria saber si este proceso celular
es indispensable para la consolidacion o evocacion de la memoria de reconocimiento del sabor

seguro.

En cuanto a la técnica utilizada en este trabajo, cabe mencionar que fue la primera experiencia
en el laboratorio con el entrecruzamiento de proteinas membranales como método de deteccion
de trafico de receptores in vivo.

Al evaluar un método para detectar cambios en la localizacion del receptor AMPA de muestras
provenientes de animales que llevaron a cabo una tarea conductual, la subunidad GIuR2 fue
adecuada, ya que la gran mayoria de los receptores AMPA que se encuentran en el SNC
contienen esta subunidad. Por ejemplo, en células piramidales del hipocampo y corteza del
cerebro adulto, la mayoria de estos receptores son heterodimeros GIuR1/GIuR2, y una pequefa
fraccion son heterodimeros GIuR2/GIuUR3 (Isaac et al., 2007). Esta subunidad es de gran
importancia funcional para los canales AMPA, pues los hace muy poco permeables al Ca®*
gracias al sitio Q/R que por la presencia de una arginina bloquea la entrada de dicho i6n, e
impide que sean bloqueados intracelularmente por poliaminas. Ademas, juega un papel
importante en el ensamblaje y la expresion del tetramero (Sans et al., 2003).

Como se menciond en los antecedentes de este proyecto, el estudio de trafico de receptores in
vivo es metodolégicamente complicado. Cuando se trata de cultivos celulares existen varias
opciones, por ejemplo, utilizar anticuerpos conjugados a marcadores como la biotina, que se
unan a los receptores en las superficie de las células, para posteriormente analizar cuéles de
ellos fueron internalizados después del tratamiento experimental (lvanov, 2008). Esta
aproximacion metodoldgica se vuelve implausible cuando las células que se quieren analizar
forman parte de un complejo tejido, y el tratamiento experimental consiste en que el animal
realice conductas. Otra técnica es la microscopia electronica posterior al marcaje especifico de
los receptores con inmunogold (Cheng et al., 2011), lo cual es sumamente costoso y el analisis

muy complejo.
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La alternativa a la que mas se recurre cuando se trabaja in vivo con animales que llevan a cabo
pruebas conductuales, es la preparacidbn de sinaptoneurosomas, que son preparaciones
subcelulares enriquecidas en estructuras pre- y post-sinapticas. Para ello, el tejido es
homogenizado en una solucién isotdnica de sacarosa (Jordan et al., 2006). Este método ha sido
utilizado extensamente para reportar eventos de trafico de receptores en estructuras
especificas del cerebro después de tareas conductuales. Por ejemplo Whitlock y cols. (2006)
reportaron un aumento en el contenido de la subunidad GIuR1 en sinaptoneurosomas
preparados de muestras de tejido hipocampal, después de un ensayo en la tarea de prevencion
pasiva, en la que el animal debe aprender a no cruzar de un compartimento iluminado a uno
obscuro, pues ahi se le administran choques eléctricos en las patas. Sin embargo, la
redistribucion de los receptores en las fracciones que se preparan, no necesariamente implica
gue estan en la sinapsis, o insertados en la superficie de la célula (Boudreau y Wolf, 2005).
Desde 2005, se ha reportado en varios articulos el uso de las propiedades del BS® como
entrecruzador de proteinas impermeable a la membrana para detectar cambios en la
localizacion de receptores, particularmente AMPA (Boudreau y Wolf, 2005, Gould et al., 2007,
Carino et al., 2011). Desde que se propuso este ensayo de crosslinking proteico, se plante6 que
puede ser usado en cualquier modelo animal, ya que una vez que la muestra fue tratada y
congelada, sirve como un banco de tejido que puede ser usado para analizar cualquier receptor
0 molécula de sefializacion (Bodreau y Wolf, 2005).

Un método muy similar es el fraccionamiento celular a través de ciclos de centrifugacion
diferencial, que también permite la obtencién de pools separados de proteinas localizadas en
membrana y citoplasma. La ventaja que el ensayo de crosslinking tiene sobre el
fraccionamiento celular es que el tratamiento a la muestra de tejido es sumamente sencillo y no
sobra decir, barato. La mayor limitacién de estos dos métodos es la imposibilidad de distinguir la
localizacién sinaptica de la extrasinaptica, sin embargo pueden ser complementados con
ensayos de co-inmunoprecipitacion con marcadores sinapticos como PSD-95. Esta limitacion
también puede causar una subestimacion de los eventos ocurridos en la sinapsis, cuya
magnitud esté enmascarada o diluida por la contribucion extrasindptica al pool de proteinas
membranales.

Constantemente se estan desarrollando y perfeccionando métodos para el estudio de trafico de
receptores in vivo. Uno de los mas recientes es el etiquetado electrofisiolégico
(electrophysiological tagging), que consiste en expresar receptores genéticamente modificados
para tener caracteristicas funcionales particulares, y monitorear su aparicion o desaparicion en

la superficie membranal (Thomas y Smart, 2006). Originalmente esta técnica se utilizaba sélo
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en cultivos celulares, pero ya hay reportes de su uso en animales vivos (Mitsushima, 2011). Con
sus caracteristicas, ventajas y desventajas, los distintos métodos proveen informacion
complementaria para tener un panorama de los eventos plasticos que involucran movimiento de
receptores en la sinapsis. Indudablemente, es necesario continuar la validacion del ensayo de
crosslinking con BS? para detectar tréfico de receptores, por ejemplo aplicando otras técnicas a
las mismas muestras. Mientras este método se vuelva mas confiable, se podran aprovechar sus
ventajas y con él se podra obtener informacién sobre las proteinas membranales de cualquier

tejido.
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