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RESUMEN

Efecto de lainhibicion de la palmitoilacién sobre la formacion y el
mantenimiento de la memoria espacial

La palmitoilacion de proteinas, definido como el mecanismo de adicion del lipido
palmitato, es una modificacién post-traduccional que cambia la hidrofobicidad de las
proteinas permitiendo la interaccion con los lipidos de la membrana celular y
membranas subcelulares, regulando la localizacion y la funcion de las proteinas. A
nivel de sistema nervioso, la palmitoilacion regula el trafico vesicular y la localizacién
de proteinas relevantes en procesos de plasticidad sinaptica. Las aproximaciones
genéticas y farmacolégicas en modelos murinos han reportado la participacion de
la palmitoilacién en los procesos de memoria espacial. Sin embargo, estas
aproximaciones no evaluan el efecto de la palmitoilacion durante las fases de la
memoria espacial. Por lo tanto, en este trabajo se estudio la participacion de la
palmitoilacion durante las tres fases de la memoria para entender un posible
mecanismo regulador de las proteinas involucradas en los procesos de aprendizaje
y memoria. Para esto se evalud el efecto de la inhibicién de las enzimas palmitoil-
acil transferasas en el hipocampo dorsal con el farmaco 2-bromopalmitato de union
irreversible a estas enzimas. El farmaco se administré durante las tres fases de la
memoria: adquisicidn, consolidacion y evocacion, en dos modelos conductuales de
memoria espacial dependientes de hipocampo. Los resultados muestran que la
inhibicion de la palmitoilacién afectd la adquisicion y la consolidacion, pero no la
evocacion de la memoria espacial. Estos resultados sugieren un posible mecanismo
que necesita ser estudiado ampliamente. En conclusion, la palmitoilacion de
proteinas mediadas por las enzimas palmitoil-acil transferasas participa en la
formacion de la memoria espacial.
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1. INTRODUCCION

1.1 Memoria espacial

El aprendizaje es el proceso de adquisicidn de nueva informacion proveniente del
ambiente (Kandel & Pittenger, 1990), mientras que la memoria es una red
compleja de interacciones estructurales y funcionales que trabajan en conjunto
para retener, almacenar y recuperar una amplia variedad de informacién

relevante para un organismo (Sunyer et al, 2008; Carrillo-Mora et al, 2009).

En términos generales, la memoria se puede clasificar en dos grandes grupos: la
memoria implicita que hace referencia a las habilidades motoras o perceptuales
que se expresan a través de la ejecucion y la memoria explicita que se refiriere a
los hechos y eventos autobiograficos. La memoria implicita es dependiente de
estructuras como el cerebelo y la amigada, mientras que la memoria explicita
depende del hipocampo, Iébulo temporal y areas corticales (Morgado, 2005;
Ferretti et al, 2008).

La memoria espacial es la codificacidon, el almacenamiento y la expresion de
informacion de la disposicion relativa de los espacios o estimulos con respecto al
individuo (Carrillo-Mora et al, 2009). Al igual que la mayoria de las memorias
explicitas, la memoria espacial depende de estructuras del I6bulo temporal,

especialmente el hipocampo.

Reportes clinicos, como el paciente Henry Molaison, quien sufrié dafios en el
hipocampo y las estructuras adyacentes al I6bulo temporal medial, ayudaron a
identificar el papel de dichas estructuras en la memoria espacial, dado que
presentaba problemas para recordar la localizacion de diversos objetos utilizados
en su vida cotidiana (Smith, 1988). De igual forma, pacientes con lobotomia de
las estructuras temporales reportaron déficit en la expresion de la memoria
espacial (Maguire et al, 1996; Spiers et al, 2001; Bohbot et al, 2004).
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Al igual que los reportes de casos clinicos, los estudios con modelos animales han
permitido reforzar nuestro conocimiento sobre el papel del hipocampo en la memoria
espacial. Nakazawa y colaboradores (2003) utilizando aproximaciones genéticas,
mediante la generacion de una cepa de raton mutante en el gen que codifica para
la subunidad 1 del receptor NMDA (NMDAR) de forma condicional en la regién
Cornu ammonis 3 (CA3) del hipocampo observo que los animales que expresan
dicha mutacién no logran aprender la informacién espacial. Ademas, diferentes
reportes indican que la sintesis de proteinas en el hipocampo es necesaria para el
establecimiento de la memoria espacial de largo plazo (Naghdi et al, 2003; Rossato
et al, 2007) e incluso en las modificaciones de memorias previamente establecidas
(Rodriguez-Ortiz et al, 2008) en condiciones fisiolégicas normales o en modelos
murinos patologicos de enfermedades asociadas a dafios en el hipocampo, como

la enfermedad de Alzheimer (Perusini et al, 2017).

Debido a que se define en términos de las relaciones espaciales del individuo, la
informacion espacial se puede organizar de dos formas. La primera es, la estrategia
egoceéntrica en la cual el organismo en si mismo se define como el punto central de
referencia, y por lo tanto, todos los objetos o estimulos a su alrededor se posicionan
respecto a su orientacion con respecto al cuerpo del organismo (izquierda, derecha,
arriba, abajo). La segunda es, la estrategia alocéntrica que depende de claves
espaciales, en donde el organismo codifica la posicion de un objeto o estimulo en
relacidn a la disposicion espacial de otros objetos independiente de la posicion del
cuerpo del organismo, por lo tanto, se trata de una representacién espacial

coordinada e independiente del observador (Klatzky R, 1998).

1.2 El hipocampo

El hipocampo es una estructura que hace parte de un complejo sistema de
estructuras interconectadas, denominado  sistema  cortico-hipocampal
(Eichenbaum, 2000), constituido por tres areas principales: las estructuras
corticales, que incluye practicamente todas las areas de asociacion neocorticales

incluyendo cortezas de asociacion visual y visoespacial (Burwell & Amaral, 1998).
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Las estructuras corticales estan conectadas a su vez con diferentes subdivisiones
de la region parahipocampal, que rodea al hipocampo, tales como la corteza
postrhinal, que presenta neuronas que se activan con la entrada de informacion
visoespacial, y la corteza perirhinal, que recopila informacién relacionada a la
posicion de un objeto o estimulo en el espacio para la asociacion objeto-lugar en el
hipocampo (Rendeiro et al, 2009); ambas estructuras funcionando como una regién
de convergencia de las proyecciones corticales, y dado que estan interconectadas
con diferentes estructuras hipocampales mediante la corteza entorhinal, tales como
el giro dentado, las regiones Cornu ammonis 1 (CA1), CA3, y el subiculum,
distribuyen la informacién para el posterior procesamiento en el hipocampo. A su
vez, el hipocampo envia la informacibn a la regiébn parahipocampal,
redistribuyéndola a las estructuras corticales originales (figura 1) (Eichenbaum,
2000), y a otras estructuras subcorticales adicionales conectadas al hipocampo a

través de un conjunto de fibras llamado fornix (Aggleton & Brown, 1999).

Figura 1. Sistema cortico-hipocampal en roedores. Las areas de asociacion neocorticales
(en azul) reciben la informacién sensorial para ser distribuida a diferentes estructuras de la
region parahipocampal (en purpura), quien a su vez presenta proyecciones aferentes y
eferentes con el hipocampo, donde se procesa la informacion y se redistribuye a las
regiones neocorticales nuevamente. (Tomado y modificado de Eichenbaum, 2000).
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El hipocampo presenta cuatro tipos funcionales de células que permiten la
formacion de mapas y representaciones espaciales. Las células de lugar son
neuronas hipocampales que se activan cada vez que el organismo presenta una
posicion especifica en el ambiente. Las células de cuadricula se activan en
configuraciones especificas generando cuadriculas a diferentes escalas espaciales,
por lo que al combinarse multiples cuadriculas el animal puede decodificar su
posicion espacial (Solstad et al, 2006; Mathis et al, 2012); estas células estan
presentes en la corteza entorhinal (Hafting et al, 2005; Rendeiro et al, 2009), en el
presubiculum y el parasubiculum del hipocampo (Boccara et al, 2010). Las células
de borde disparan unicamente cuando el animal se localiza en los bordes del plano
espacial generando representaciones geométricas de los mapas espaciales
(Solstad et al, 2008; Geva-Sagiv et al, 2015) y estan localizadas principalmente en
la corteza entorhinal y el subiculum hipocampal. El ultimo grupo de células
denominadas células de direccionamiento se activan cuando el animal apunta su
cabeza en direccion al objeto o estimulo en relacidn con el espacio que permiten
mantener el sentido de direccion interno y se encuentran en el subiculum dorsal del

hipocampo (Taube et al, 1990; Yoganarasimha & Knierim, 2006).

Al estar conectadas con regiones corticales, la region CA1 del hipocampo sirve
como estructura importante en la entrada y salida de informacion (Ocampo et al,
2018), siendo relevante durante la adquisicidn y codificacién de la memoria espacial.
Se ha reportado que la region CA1 es necesaria para la consolidacion de la memoria
espacial (Naghdi et al, 2003). Por otra parte, las modificaciones en las sinapsis del
circuito CA1-CA3 son necesarias para la consolidacion y evocacion de la
informacion espacial aprendida (figura 2). La region CA3 esta altamente conectada
con el giro dentado a través de las fibras musgosas, y este circuito juega un papel
importante en la codificacidon de la informacion espacial proveniente de la corteza
entorhinal, sin embargo, el circuito directo entre la corteza entorhinal y la region CA3
a través de la via perforante, junto con el circuito CA3-CA1 son funcionalmente

necesarios para la evocacion de la memoria espacial (Rendeiro et al, 2009).
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Figura 2. Estructuras hipocampales. Las neuronas de la capa Il de la corteza entorhinal
(EC) divida en corteza entorhinal medial (MEC) y corteza entorhinal lateral (LEC) conectan
directamente con el giro dentado (DG) y las células piramidales de la region CA3 a través
de la via perforante y con las células piramidales de la region CA1 a través de la via
temporoandmica (TP. El giro dentado (DG) conecta a su vez con las células piramidales de
la region CA3 a través de las fibras musgosas (MF), y las células piramidales conectan con
las células piramidales de la region CA1 a través de las colaterales de Schaffer. La region
CA1 presenta proyecciones hacia la corteza entorhinal mediado por las células piramidales
de la regién subicular (Sb) (Tomado de Rendeiro et al, 2009).

1.3 Paradigmas conductuales para el estudio de la memoria espacial

Son muchos los modelos conductuales que se han propuesto para el estudio de la
memoria espacial, siendo posible identificar diferentes estructuras cerebrales y
procesos involucrados en la formacion y el mantenimiento de la memoria espacial.
Dos de los modelos que han sido desarrollados para el estudio de la memoria
espacial dependiente del hipocampo son el laberinto acuatico de Morris y la prueba

de localizacion de objetos.
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* Laberinto acuatico de Morris

El laberinto acuatico de Morris fue propuesto por Richard Morris en 1984 como un
paradigma de memoria espacial dependiente del hipocampo (Morris, 1984). En este
modelo conductual, el agua de una piscina circular es oscurecida, de tal forma que
esconda una plataforma sumergida uno o dos centimetros por debajo del nivel del
agua. Dentro y fuera de la piscina hay una serie de claves espaciales para que la
navegacion del animal sea eficiente. Los animales son entrenados iniciando el nado
desde diferentes puntos espaciales de la piscina, de tal forma que se estimula el
uso de estrategias espaciales para la localizacion de la plataforma. Existen muchas
versiones de este laberinto, y los dias de entrenamiento cambian dependiendo de
los intereses de investigacion. El dia de prueba, la plataforma es removida, y los
animales son puestos a nadar y se registran los tiempos que el animal requiere para
localizar y llegar al sitio o el cuadrante donde se encontraba la plataforma durante

la fase de entrenamiento (Vorhees & Williams, 2006; Bimonte-Nelson, 2015).

Ademas del hipocampo, se han identificado la participacidon de ciertas estructuras
corticales como la corteza entorhinal, la corteza perirhinal y la corteza prefrontal en
la formacién y el mantenimiento de la memoria espacial en el laberinto acuatico de
Morris, junto con la participacion del neurotransmisor glutamato y los receptores
NMDA y AMPA (Liang et al, 1994).

*+ Memoria de localizacién de objetos

El paradigma de localizacion de objetos se fundamenta en la naturaleza exploratoria
de objetos o estimulos novedosos por parte de los sujetos. Este modelo de memoria
espacial consiste de tres fases: habituacién, donde los sujetos son expuestos a un
contexto novedoso por varios dias, de tal forma que se pierda la novedad del
contexto y el estrés asociado a él, estimulando la conducta exploratoria por los
objetos de interés. La adquisicién, en donde se le presentan a los sujetos
experimentales dos objetos idénticos para que sean explorados. Debido a la
novedad de la posicion de los dos objetos, se espera que el tiempo de exploracién
sea relativamente similar. Durante la fase de prueba, uno de los objetos cambia de

posicion en el campo abierto. Si los sujetos experimentales recuerdan la posicién
11
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de los objetos durante la fase de adquisicion, se espera que exploren de manera
preferencial el objeto en posicion nueva (Barker & Warburton, 2011, Vogel-Ciernia
& Wood, 2014).

Hay dos componentes principales en este grupo de paradigma conductual. La
familiaridad del objeto en si mismo, componente que se estudia al cambiar uno de
los objetos durante la fase de adquisicion por un objeto novedoso, pero sin cambiar
su posicion, denominado memoria de reconocimiento de objetos (ORM, por sus
siglas en inglés), en el cual diversos estudios han reportado que el hipocampo no
tiene participacion (Winters et al, 2004; Good et al, 2007; Balderas et al, 2008;
Langston & Wood, 2010). El segundo componente, el contexto, de naturaleza
espacial y temporal, se estudia cuando se cambia lo localizacion de uno de los
objetos, el contexto o el orden de presentacién de los objetos durante la fase de
prueba. Cuando se estudia el componente contextual, se ha reportado un papel
relevante del hipocampo en el reconocimiento de la novedad (Bussey et al 2000,
Fortin et al, 2002; Balderas et al, 2008, Barker & Warburton, 2011).

1.4 Mecanismos moleculares de la memoria espacial

En términos temporales y moleculares la memoria se puede clasificar en dos tipos:
la memoria de corto y largo plazo. La memoria de corto plazo (STM, por sus siglas
en inglés), que se forma rapidamente y la retencion de la informacion puede durar
minutos o algunas horas, requiriendo de cambios en las redes neuronales, tanto
eléctricos como moleculares, proceso denominado plasticidad sinaptica (Takeuchi
et al, 2014), estos cambios son temporales y susceptibles a ser eliminados. Mientras
que la memoria de largo plazo (LTM, por sus siglas en inglés), cuya duracién varia
de horas a dias o incluso afos, requiere de cambios plasticos mas profundos y
persistentes, en donde la sintesis de proteinas parece ser fundamental para la
formacion de nuevas conexiones sinapticas y el remodelamiento de la arquitectura
neuronal (Morgado, 2005; Dudai, 2002).

En vertebrados la despolarizacion de la neurona postsinaptica es debido a la
entrada de un estimulo que promueve la liberacion de glutamato por parte de la

neurona presinaptica, mecanismo que permite el aprendizaje de una asociacion o

12
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la formacion de una memoria espacial, fase denominada adquisicion (Abel & Lattal,
2001). El glutamato liberado se une a los receptores N-metil-d-aspartato (NMDAR)
y los receptores a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPAR). El
receptor AMPA se abre rapida e inmediatamente como respuesta al glutamato
liberado, siendo permeable principalmente a los cationes sodio y potasio (figura 3)
(Abel & Lattal, 2001; Riedel et al, 2003), permitiendo despolarizaciones locales que
permiten la liberacion del cation magnesio de los receptores NMDA, el cual, en unién
con glutamato, se abre y permite la entrada de calcio. El aumento en calcio
intracelular activa proteinas quinasa, como la proteina calcio calmodulina quinasa Il
(CamKiIl), la proteina quinasa C (PKC) y la proteina calcineurina. Ademas, la
entrada de calcio o sefales moduladoras, como dopamina, actuan activando y
regulando la proteina adenilil ciclasa, aumentando los niveles de cAMP, que activa
a la proteina quinasa A (PKA). Una vez activa, PKA se transloca al nucleo donde
fosforila factores de transcripcion, como la proteina de unién a elementos de
respuesta a cAMP (CREB), que se unen a la region promotora de multiples genes,
promoviendo la sintesis de proteinas (figura 3), proceso denominado consolidaciéon
(Abel & Lattal, 2001) siendo importante para la formacién de la memoria de largo
plazo. La sintesis de proteinas permite la formacién de nuevas espinas dendriticas

y el aumento de vesiculas para el trafico de proteinas (Barco et al, 2006).

El acceso y la expresidon conductual de un trazo de memoria previamente aprendido,
denominado evocacion, ha sido menos estudiado, dado que se ha considerado
COmo un proceso pasivo, consecuencia de las modificaciones plasticas ocurridas
durante la adquisicion y la consolidacion. Sin embargo, actualmente sabemos que
muchos de los mecanismos asociados con la consolidacién han sido implicados en
la evocacion. Ademas, el reclutamiento y activacion del receptor AMPA en la
neurona post-sinaptica dependiente del receptor NMDA es necesario para la
evocacion (Ben Mamou et al, 2006; Lopez et al, 2015).

13
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Figura 3. Mecanismos moleculares canonicos asociados a la memoria espacial. La entrada
de un estimulo genera la liberacidén del neurotransmisor glutamato, que provoca la apertura
de los receptores NMDA y AMPA, generando una despolarizacion y entrada de calcio en la
neurona post-sinaptica, promoviendo la activacion de vias de sefnalizacion que generan
cambios en la expresion génica y el remodelamiento de la arquitectura neuronal (Tomado
de Abel & Lattal, 2001).

1.5 La palmitoilacién

Las proteinas pueden ser modificadas mediante la adicién de moléculas de diferente
naturaleza, tanto de forma dinamica como estatica, que funcionan como senales de
localizacion y funcién proteica. Algunas de estas modificaciones, como la
fosforilaciéon, ha sido extensamente estudiada y caracterizada en su regulacion y
funcién celular (Salaun et al, 2010). Sin embargo, otro tipo de modificaciones, como

la adicion covalente de lipidos, no han sido completamente entendidos.
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La modificacion por adicién de lipidos modifica la hidrofobicidad de las proteinas,
cambiando su interaccion con la membrana celular o su asociacion intracelular
(Montersino & Thomas, 2015). Ademas, la modificacion por adicién de lipidos es
importante en sefalizacién celular y ha sido considerada como un mecanismo
importante en la plasticidad sinaptica (Brigidi et al, 2014; Spinelli et al, 2017; Globa
& Bamiji, 2017).

La palmitoilacion de proteinas es la union entre la formacion de un enlace tioester
de un residuo de cisteina de una proteina y el palmitato que es un lipido de 16
carbonos. La palmitoilacién es una modificacion lipidica que sirve para regular la
unién de las proteinas a los diferentes compartimentos membranales de la célula y
dirigir la localizacién dentro de los microdominios de membrana (Fukata et al, 2016).
A diferencia de la adicién de lipidos del grupo prenilo (prenilacién) y del acido
miristico (miristoilacion), que son modificaciones irreversibles, la palmitoilacion se
distingue por su reversibilidad, por lo que la despalmitoilacion es definida como la
eliminacién del acido palmitico de los de los residuos de cisteina, parte de los
mecanismos reguladores de la localizacion de las proteinas (Conibear & Dauvis,
2010).

Dado que la palmitoilacion ocurre dentro de una amplia variedad de secuencias de
aminoacidos, no se ha definido una secuencia consenso. Sin embargo, se sabe que
existe una gran diversidad de enzimas encargadas de la palmitoilacion, identificadas
como proteinas palmitoil-acil transferasas (PATs, por sus siglas en inglés) con
motivos DHHC (aspartato-histidina-histidina-cisteina) (Fukata et al, 2004; Huang et
al 2004; Roth et al; 2006). En mamiferos, se han identificado 23 distintas proteinas
palmitoil-acil transferasas que regulan los procesos de palmitoilacion en la célula.
Mientras que las enzimas prenil-transferasas y miristoil-transferasas son solubles y
citoplasmaticas, las enzimas PATs son proteinas transmembranales con cuatro a
seis dominios transmembranales, localizadas en los compartimentos
endomembranales, como el reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi, y los
endosomas (figura 4), pero también se han identificado a lo largo de la membrana
plasmatica (Ohno et al, 2006).
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La palmitoilacion al ser un proceso altamente dinamico y reversible, por lo que
requiere de su mecanismo antagonico para lograr dicha reversibilidad. La
despalmitoilacion es considerada un proceso fundamental en la regulacion de la
localizacion y funcién de las proteinas asociadas a membranas. Las proteinas
palmitoil-tioesterasa (PPT) son enzimas presentes en el citosol que eliminan los
acidos palmiticos de proteinas palmitoiladas (figura 4) que se encuentran
localizadas fuera de sus sitios diana, promoviendo la repalmitoilacién vy
relocalizacion en el sitio de interés (Rocks et al, 2010). Hasta el momento, solo tres
enzimas acil-tioesterasa han sido identificadas: la proteina-acil tioesterasa 1
(APT1), la proteina-acil tioesterasa 2 (APT2) y la proteina parecida a acil-tioesterasa
1 (APTL1) (Lin & Conibear, 2015). Evidenciada por primera vez en 1993, a través
del aislamiento y purificaciéon de la proteina-acil tioesterasa 1 (APT1) a partir de
homogenados de cerebros de bovinos (Camp & Hofmann, 1993), la APT1 ha sido
descrita en mecanismos celulares involucrados en la localizacion y regulacion
funcional de proteinas en el sistema inmune, y junto a la proteina acil-tioesterasa 2
(APT2) son palmitoiladas en un residuo de cisteina en la region amino terminal,
permitiéndoles una asociacion transitorias con la membrana celular para la

interaccidn con sus sustratos (Kong et al, 2013; Vartak et al, 2014).

A nivel de sistema nervioso, la palmitoilacién también ha sido considerada un factor
regulador importante de la plasticidad sinaptica. Estos cambios son ejecutados de
forma local alterando la localizacion del contenido proteico de las sinapsis
individuales. Muchas proteinas sinapticas son palmitoiladas, sugiriendo que la
palmitoilacion y la despalmitoilacion regulan el trafico de proteinas hacia y desde las
membranas sinapticas (figura 4) (Hanus & Ehlers, 2008; Fukata & Fukata, 2010).
Algunos ejemplos de proteinas presinapticas palmitoiladas son las proteinas de
fijacion soluble de NSF (SNARE, por sus siglas en inglés) y la sinaptotagmina, que
regulan la fusién vesicular durante la liberacion de neurotransmisores en el espacio

sinaptico (Kang et al, 2008).
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Muchas proteinas postsinapticas también son susceptibles a ser palmitoiladas,
incluyendo a las proteinas de andamiaje como la proteina de la densidad
postsinaptica 95 (PSD-95) (Jeyifous et al, 2016), la proteina de anclaje kinasa-A
(AKAP79) (Delint-Ramirez et al, 2015) y la proteina asociada a sinapsis 97 (SAP97)
(Conibear & Davis, 2010) que coordinan las vias de sefalizacion originadas en la

membrana postsinapticas y a los receptores AMPAR y NMDAR.

Figura 4. Control dinamico del trafico vesicular, insercién de proteinas en la membrana
celular y relocalizacion en los dominios de membrana por palmitoilacion. Las enzimas
palmitoil-acil transferasa (PAT) adicionan moléculas de palmitato a las proteinas,
incrementando la hidrofobicidad, y facilitando la interaccién con lipidos. Las proteinas
palmitoil-tioesterasa (PPT) eliminan el grupo palmitato de las proteinas y permiten la
endocitosis de proteinas transmembranales o la relocalizacion de las proteinas en la
membrana celular. (Tomado de Fukata & Fukata, 2010).

En particular, la proteina PSD-95 funciona como anclaje de complejos proteicos
durante la senalizacion celular que forman parte de los procesos de plasticidad
sinaptica, como de los receptores NMDA y AMPA en la membrana postsinaptica,
por lo cual ha sido ampliamente estudiada en el contexto de los procesos de la
palmitoilacion. Dado que el fortalecimiento y el aumento de tamafo de las sinapsis

requiere de un mayor reclutamiento de la proteina PSD-95, la palmitoilacion de
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dicha proteina en la region N-terminal es requerida para su funcion de andamiaje
en la membrana celular (Jeyifous et al, 2016), aumentando la tasa de palmitoilacion
de PSD-95 inmediatamente después de la estimulacidn excitatoria de la sinapsis.
Mientras que una mayor estimulacion excitatoria tiene efectos contrarios,
incrementando la despalmitoilacién de PSD-95 y reduciendo la cantidad de proteina
PSD-95 en la post-sinapsis para reducir el fortalecimiento sinaptico (El-Husseini et
al, 2002). El incremento en la tasa de palmitoilacion de PSD-95 correlaciona con
una acumulacién local de la enzima palmitoil acil-transferasa ZDHHC2, que se
relocaliza en las espinas dendriticas como consecuencia de la actividad sinaptica
(Noritake et al, 2009), regulando la movilizacion en ambos sentidos de las regiones
endosomales y membranales de las sinapsis y los compartimentos del Golgi

localizados en el soma de las células neuronales (Conibear & Davis, 2010).

Adicional a la palmitoilacién de las proteinas de andamiaje que son solubles e
hidrofilicas, también existen evidencias de palmitoilacion en las proteinas
transmembranales, las cuales, dado que estan embebidas dentro de la membrana
celular, al ser palmitoiladas, alteran su conformacion estructural cambiando el modo
en que interactuan con los lipidos de la bicapa membranal (Bijlmakers & Marsh,
2003; McMichael et al, 2017; Globa & Bamiji, 2017). Ademas de regular el trafico
vesicular de las proteinas membranales desde el aparato de Golgi hacia y desde la
membrana celular, mecanismo que regula la insercion y recambio de proteinas en
la membrana celular de la post-sinapsis (Hayashi et al, 2009; Fukata Fukata),
también es considerado una sefal de insercion en las balsas lipidicas, que son
microdominios o regiones de la membrana celular ricos en esfingolipidos vy
colesterol, altamente dinamicos que favorecen el movimiento lateral de proteinas y
la interaccion proteina-proteina mediante la formacién de complejos proteinicos

para la senalizacién celular (Bhattacharyya et al, 2013; Helmunt & Levental, 2015).
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2. JUSTIFICACION

A nivel del sistema nervioso central, se ha sugerido que la palmitoilacion tiene un
papel regulador en la transmision neuronal y la plasticidad sinaptica, procesos que
se asocian al aprendizaje y la memoria. Por un lado, las proteinas de ensamblaje,
gue coordinan las vias de senalizacion en la membrana post-sinaptica gracias a su
interaccion con proteinas transmembranales y citoplasmaticas son palmitoiladas de
forma directamente proporcional a la actividad neuronal, permitiendo su correcta
interaccidén con la membrana celular para el remodelamiento neuronal (El-Husseini
et al, 2002; Conibear & Davis, 2010; Delint-Ramirez et al, 2015; Jeyifous et al, 2016).

Por un lado, se sabe que mutaciones particulares en las proteinas palmitoil acil-
transferasa (PAT) provocan un déficit cognitivo en ratones (Milnerwood et al, 2013).
También se ha reportado que la inhibicion de la palmitoilacion a través del 2-
bromopalmitato impide la palmitoilacion del receptor AMPA y modifica la conducta
motora de los animales (Van Dolah et al, 2011). Por otra parte, estudios previos
sugieren que el aprendizaje espacial modifica la localizacién de las subunidades
NR1 y NR2A en los diferentes dominios de membrana (Delint-Ramirez et al, 2008),
proceso que puede ser controlado por palmitoilacion (Bhattacharyya et al, 2013;
Helmunt & Levantal, 2015). A pesar de saber que la palmitoilacion participa en todos
estos procesos cognitivos; se desconoce si la palmitoilacion es importante durante
todo el proceso de formacion y mantenimiento de la memoria o solo esta involucrada
en una fase especifica de la misma. Por lo tanto, se propuso determinar el efecto de
la inhibicién de la palmitoilacién mediante el uso de aproximaciones farmacoldgicas
durante las tres fases de la memoria espacial usando dos paradigmas conductuales:

el laberinto acuatico de Morris y la memoria de localizacion de objetos.
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3. HIPOTESIS

La inhibicion de la palmitoilacion en el hipocampo dorsal impide la formacion y

mantenimiento de la memoria espacial.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la inhibicion de la palmitoilacion sobre la formacion y el
mantenimiento de la memoria espacial.

4.2 Objetivos especificos

» Determinar los efectos de la inhibicion de la palmitoilacion sobre la adquisicidon
de la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris y el paradigma de
localizacion de objetos.

* Determinar los efectos de la inhibicion de la palmitoilacién sobre Ia
consolidacion de la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris y el
paradigma de localizacion de objetos.

» Determinar los efectos de la inhibicién de la palmitoilacién sobre la evocaciéon
de la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris y el paradigma de

localizacion de objetos.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

Figura 5. Determinacion de los efectos de la inhibicion de la palmitoilacion sobre la
formacion y mantenimiento de la memoria espacial dependiente de hipocampo en dos
paradigmas conductuales, localizacion de objetos y el laberinto acuatico de Morris. Se
trabajé una tarea conductual independiente de hipocampo como control que es el
paradigma de reconocimiento de objetos. La inhibicion de la palmitoilacion se realizo
durante la adquisicion (ADQ), memoria de corto plazo (MCP) y memoria de largo plazo
(MLP).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales

Los animales que se utilizaron fueron ratas machos de la cepa Wistar de dos meses
de edad (2509). Las ratas provinieron del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular
de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Durante su estancia en el
vivarium, las ratas fueron alojadas individualmente en cajas de acrilico con libre
acceso a comida y agua. Las condiciones de alojamiento fueron ciclo luz/oscuridad
de 12/12 h, temperatura de 22 + 2 °C, y humedad relativa de 50 + 5%. Todos los
experimentos cumplieron los lineamientos establecidos en la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) la cual establece las especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio (Secretaria de

Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién, 2001).

6.2 Cirugia estereotéxica

Se realizaron canulaciones bilaterales en el hipocampo dorsal de acuerdo con el
atlas del cerebro de rata (Paxinos & Watson, 1996). Los animales fueron
anestesiados con una solucion de xilacina (15 mg/kg) y ketamina (70mg/kg). Una
vez anestesiado, el craneo del animal fue inmovilizado en un estereotaxico
(Stoelting Company Wood Dale) para la posterior implantacién de canulas guia de
acero inoxidable de 10 mm de longitud. Las coordenadas de canulacion fueron: AP:
-3.6, ML: +/- 3.0, DV: -1.3. El tiempo de recuperacion post- operatorio fue de 10

dias, luego de los cuales se dio inicio a los experimentos conductuales.

6.3 Administracion farmacologica

La palmitoilacion de proteinas es catalizado por una familia de enzimas palmitoil
acil-transferasas (PAT), que comparten un dominio aspartato-histidina-histidina-
cisteina (DHHC) conservado. ElI compuesto 2-bromopalmitato surge como un
inhibidor general e inespecifico de las enzimas palmitoil acil-transferasa (Jennings
et al, 2009).
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Al entrar en la célula, el 2-bromopalmitato es convertido en 2-bromopalmitoil-CoA,
aumentando su reactividad y afinidad por el dominio DHHC de las proteinas
palmitoil-acil transferasa. Dado su unién covalente, mediante enlace tioester, con el
dominio DHHC, el 2-bromopalmitato se comporta como un inhibidor competitivo no
reversible, bloqueando tanto la actividad acil-transferasa como la incorporacién de

nuevo palmitato en el sitio activo de la enzima (Davda et al, 2013).

La solucién vehiculo se preparé disolviendo DMSO (Sigma-Aldrich, No de producto
472301) al 5% en solucion salina isoténica. El inhibidor 2-bromopalmitato se
prepard diluyendo 0.1 g de acido 2-bromohexadecanoico (Sigma-Aldrich, No.
producto 238422) en 1 ml de DMSO (solucién madre). De esta solucion madre se
tomaron 10 ul y se adicionaron 237.52 ul de DMSO (Solucién Final). Al momento
de cada experimento se tomaron 5 ul de la solucion final, a los cuales se le
adicionaron 95.33 ul de solucion salina isoténica, obteniendo una solucion de 600
uM de 2-bromopalmitato en DMSO 5%. Las soluciones fueron almacenadas a -
20C°.

Los tratamientos farmacoldgicos consistieron en microinyecciones de 2-bromo
palmitato (0.6 nmol, 2-Br) o DMSO 5% (vehiculo) intrahipocampales a través de
agujas dentales estériles de 30 G de 12 mm de longitud (Laboratorios Zizine)
insertadas dentro de las canulas guia, previamente implantadas en el cerebro de
los animales. Cada aguja estaba conectada a una jeringa Hamilton de 10 ul, cuyo
émbolo era impulsado por una bomba de inyeccion (Cole Parmer, serie 74900). Se
inyecté un volumen de 1 ul en cada hemisferio a un flujo de 0.25 ul/min.

En el caso de la evaluacion de los efectos de la inhibicion sobre la palmitoilacion
sobre la adquisicion, las inyecciones intrahipocampales se realizaron 30 minutos
antes del inicio de las adquisiciones (figura 5). Para la evaluacién de los efectos de
inhibicion de la palmitoilacion en la consolidacion, las inyecciones
intrahipocampales se realizaron inmediatamente después de la adquisicion (figura
5). Para la evaluacién de los efectos de la inhibicién de la palmitoilacion sobre la
evocacion, se realizaron las inyecciones intrahipocampales 30 minutos antes del

inicio de la prueba de memoria (figura 5).
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6.4 Laberinto acuatico de Morris

Este modelo conductual evalua la capacidad de los animales de aprender y recordar
la posicion de una plataforma no visible en relacion con claves espaciales que les
permite localizar dicha plataforma y nadar hasta ella desde una posicion de inicio

en un laberinto acuatico abierto (Vorhees & Williams, 2006)

El entrenamiento se realizé en un tanque Rotoplas circular con fondo y paredes
negras, con una plataforma localizada en una posicién fija por debajo del nivel del
agua, de tal forma que no era visible para los animales. El tanque estaba rodeado
por varias claves espaciales, hechas de figuras geométricas ubicadas en diferentes
posiciones, facilmente visibles para el animal. ElI entrenamiento (adquisicion)
consistié en 10 ensayos. En cada ensayo el animal fue introducido en el tanque en
una de 10 posiciones aleatoriamente establecidas, permitiéndosele nadar por un
maximo de 60 segundos para localizar la plataforma, donde permanecioé por 30
segundos. Si el animal no localizaba la plataforma en el limite de tiempo establecido,
se le conducia hacia ella. Después de los 30 segundos en la plataforma, el animal
era retirado y descansaba por 30 segundos en una caja fuera del laberinto antes del
siguiente ensayo. El experimentador se ubicé siempre en la misma posicion de tal
forma que servia como clave espacial adicional para el animal. Durante la fase de
entrenamiento, se registro el tiempo requerido por el animal para llegar a la
plataforma durante cada ensayo. Durante la fase de prueba, se registraron 3

parametros.

-Tiempo de llegada a la plataforma: definido como el tiempo que requiere el animal
desde el inicio del nado en la posicion de inicio hasta el primer cruce que realiza el
animal en el area donde se encontraba la plataforma durante la fase de
entrenamiento.

-Tiempo en cuadrante objetivo y opuesto: Al dividirse el laberinto acuatico de Morris
en cuatro partes iguales, el cuadrante objetivo es aquel donde se encontraba la
plataforma, mientras que el cuadrante opuesto es aquel que se localiza 180° con
respecto a la linea que se forma entre el cuadrante objetivo y el centro del laberinto

acuatico de Morris.
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-Numero de cruces en la plataforma: Se define como el numero de veces que el
animal cruza el area en el que se encontraba la plataforma durante la fase de

adquisicion.

La prueba de memoria se realiz6 24 horas después de la adquisicion en el mismo
laberinto, pero sin plataforma, donde se le permitié nadar a cada animal durante 60
segundos por una unica vez, todos desde la misma posicion de inicio. Se realizaron

grabaciones de las pruebas para su posterior analisis.

6.5 Memoria de localizacion de objetos

Este paradigma evalua la memoria espacial aprovechando la conducta exploratoria
de los roedores, y a su tendencia de explorar por mas tiempo los objetos novedosos
(o en posicion novedosa) que los objetos familiares. La evaluacion se realiza en un
laberinto de campo abierto al cual el animal ha sido previamente habituado,
registrandose los tiempos de exploracion para dos objetos (Vogel-Ciernia & Wood,
2014).

Se iniciaron las habituaciones de 5 minutos en el laberinto por 3 dias, con previa
desodorizacion de las cajas con etanol 70% y cambio de la cama de aserrin que
recubre al laberinto. El dia 4 se realizé la adquisicién en el laberinto, que consistid
en la exploracion por 5 minutos de dos objetos ubicados en posiciones especificas.
La prueba de memoria de corto plazo se realizé 90 minutos después de la sesidn
de adquisicion, mientras que la prueba de memoria de largo plazo se realizé 24
horas después de la adquisicion. Tanto la evaluacién de la memoria de corto y de
largo plazo consistieron en la exploracién por 5 minutos de los mismos dos objetos,
cambiando la posicion relativa de uno de los objetos. Todas las exploraciones
fueron grabadas y analizadas posteriormente.
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6.6 Memoria de reconocimiento de objetos

Este modelo conductual aprovecha el comportamiento exploratorio de los roedores,
y su capacidad de discriminacion entre objetos novedosos y objetos explorados
previamente. El tiempo empleado en la exploracion de los objetos novedosos y
familiares es un indicador de la capacidad de reconocer los objetos novedosos
sobre los familiares (Vogel-Ciernia & Wood, 2014; Antunes & Biala, 2012).

Se utilizé el mismo procedimiento de habituaciones utilizado en la memoria de
localizacion de objetos, permitiendo la exploracion del laberinto por 5 minutos
durante 3 dias. La adquisicidn se realiz6 el dia 4, con dos objetos idénticos ubicados
en posiciones fijas, con un tiempo de exploracion de 5 minutos. La prueba de
memoria de largo plazo se realizé 24 horas después, en la cual uno de los objetos
es cambiado por un objeto nuevo sin cambiar su ubicacion relativa. Los animales
exploraron los dos objetos por 5 minutos, luego de los cuales fueron retirados a su
respectiva jaula. Todas las exploraciones fueron grabadas y analizadas

posteriormente.

6.7 Histologia

Luego de las evaluaciones conductuales, los animales fueron sacrificados y
perfundidos con solucion salina isotonica. Los cerebros fueron extraidos y se fijaron
con paraformaldehido al 4% por al menos una semana. Dos dias antes del
procesamiento de los cerebros, se cambiaron los cerebros a sacarosa 30%. Se
realizaron cortes de 40 um de ancho en el criostato (Leica CM1520) a 20C°. Los
cortes se recuperaron y almacenaron en solucién TBS. Los cortes de interés fueron
montados en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secando durante por 24 horas

luego de los cuales se llevo a cabo la tincion de Nissl.

Por dos minutos, las muestras fueron sumergidas en agua destilada, seguido de
inmersién en etanol 96% por dos minutos, inmersion en etanol 100% por dos
minutos, y nuevamente en etanol al 96% por dos minutos, lavandola en agua
destilada para quitar el etanol. La tincion se realizé con violeta de cresilo 0.1% por
dos minutos, seguido de un lavado rapido en etanol 96%, y etanol al 100% hasta
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secar. Una vez seco, se realiz6 una nueva inmersion en etanol/xilol en proporcidn
1:1 por un minuto y se aplico resina sintética (Hycel, 7987-500) evitando que los

tejidos se secaran.

6.8 Analisis estadistico

Para el laberinto acuatico de Morris, durante la fase de entrenamiento, se registraron
los tiempos de llegada a la plataforma durante cada ensayo. Para el dia de la prueba
de memoria, se registré el tiempo de llegada a la plataforma, los tiempos de
permanencia en los cuadrantes objetivo y opuesto, la latencia al cuadrante objetivo,
el numero de cruces a la zona de la plataforma, y la velocidad de nado. Para
observar las diferencias estadisticas entre los grupos, se realiz6 una prueba t de

student con un valor de probabilidad menor a 0.05 (p<0.05) como valor limite.

Para la memoria de localizacién de objetos y de reconocimiento de objetos, se
registraron los tiempos de exploracion de los objetos durante la fase de adquisicién,
y los tiempos de exploracion de los objetos durante la evocacion de la memoria.
Estos tiempos de exploracion fueron utilizados para obtener el indice de

reconocimiento (IR) haciendo uso de la férmula:

_ 0bj(X) 6 0bj(y)

R =067 1 obj (1)

Donde Obj (x) se refiere al tiempo de exploracion del objeto familiar o tiempo de
exploracion del objeto en posicion familiar, y Obj (y) hace referencia al tiempo de
exploracién del objeto novedoso o al tiempo de exploracion del objeto en posicion
novedosa. Para observar las diferencias estadisticas entre los grupos, se realizd
una prueba t de student con un valor de probabilidad menor a 0.05 (p<0.05) como

valor limite.
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacién del sitio de inyeccidn del farmaco

Para confirmar que la inyeccién del farmaco fue en la region de CA1 del hipocampo,
se realizd la determinacion histologica. Después de las pruebas conductuales, se
determind el sitio de canulacion en el hipocampo dorsal con coordenadas: AP: -3.6;
ML: +/- 3.0; DV: -1.3, mientras que el sitio de inyeccién se encontré 2 mm por debajo
del sitio de canulacién, con coordenadas: AP: -3.6; ML: +/- 3.0; DV: -3.3 (figura 6).

A) B)

Figura 6. Corte histoldgico del sitio de canulacion. A) Mediante la técnica de Nissl que
marca el citoplasma de las células nerviosas, se observo la region CA1 del hipocampo
dorsal en rata. La flecha negra indica la trayectoria del inyector. B) Diagrama representativo
del corte coronal a la coordenada anteroposterior correspondiente a bregma -3.60 mm
(Paxinos & Watson, 1996).
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7.2 Inhibicién de la palmitoilacién en la adquisicion

La inhibicion de la palmitoilacién no permite el aprendizaje en el laberinto acuéatico
de Morris. Treinta minutos antes del inicio de la fase de adquisicién en la tarea del
laberinto acuatico de Morris, los animales fueron inyectados con el inhibidor de la
palmitoilacion o el vehiculo (figura 7A). Las curvas de aprendizaje permiten
observar un menor tiempo de llegada a la plataforma en los grupos tratados con
vehiculo comparado con los animales tratados con el inhibidor de palmitoilacion
(figura 7B), acentuandose principalmente en los ultimos ensayos de adquisicion
(ensayo 8, p=0.015; ensayo 9, p=0.026, ensayo 10 p=0.011). Mientras que los

animales del grupo vehiculo presentan un menor tiempo de llegada a la plataforma
en el ultimo ensayo comprado con el primer ensayo (p=1.37x10'7). Los animales

tratados con el inhibidor de palmitoilacion no presentaron una mejor ejecucion de la
tarea en el laberinto acuatico de Morris, viéndose reflejado en la prueba de memoria
de largo plazo realizado 24 horas después del entrenamiento, principalmente en la
latencia de llegada a la plataforma (figura 7C) en donde los animales tratados con
vehiculo presentan una menor latencia de llegada a la plataforma (promedio: 27.10
segundos), mientras que los animales tratados con el inhibidor de palmitoilacion
tienen un mayor tiempo de latencia (promedio:59.53 segundos) (p=0.013). El
numero de cruces a la plataforma (figura 7C) aument6 en los animales vehiculo
comparado con los animales tratados con el inhibidor de palmitoilacion (p=0.043),
mientras que no se observan diferencias en el tiempo de permanencia en los
cuadrantes objetivos comparado con el cuadrante opuesto en los animales control,
pero si en los animales tratados con inhibidor de palmitoilacion, siendo mayor el
tiempo de permanencia en el cuadrante opuesto (figura 7C). Por lo tanto, la
inhibicion de la palmitoilacion antes de la adquisicion impide el aprendizaje y como

consecuencia de esto la consolidacidon no ocurre.
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Figura 7. La inhibicidon de la palmitoilacién no permite el aprendizaje en el laberinto
acuatico de Morris. A) Disefio experimental para la administracion farmacolégica de
DMSO 5% (vehiculo) o 2-bromopalmitato (2-Br). B) Curva de aprendizaje de los grupos de
animales tratados con vehiculo (azul) y el inhibidor 2-bromopalmitato (rojo) durante el
entrenamiento con la plataforma sumergida. C) 24 h después se realizd la prueba de
memoria de largo plazo, sin la plataforma. Se evalud el tiempo de llegada a la plataforma,
el numero de cruces a la plataforma y el tiempo de permanencia en los cuadrantes objetivo
y opuesto. Las determinaciones son el promedio + EEM. * p<0.05; **: p<0.01.
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La inhibicion de la palmitoilacibn no afecta la adquisicion, pero afecta la
consolidacion de la memoria de localizacion de objetos. Treinta minutos antes del
inicio de la fase de adquisicion del paradigma de localizacién de objetos, los
animales fueron inyectados con el inhibidor de la palmitoilacion o el vehiculo (figura
8A). Durante las adquisiciones el indice de reconocimiento de objetos de ambos
grupos es el mismo entre los dos objetos, lo cual indica que no hay preferencia por
ninguno de los objetos (figura 8B). Para saber si la inhibicidon afecto la adquisicion
del paradigma, se realizo la prueba de memoria de corto plazo 90 minutos después
de la adquisicion (figura 8C). Al cambiarse uno de los objetos a una posicion nueva
los animales de ambos grupos tuvieron mayores indices de reconocimiento del
objeto en posicidon novedosa comparado con el objeto en posicidén familiar (vehiculo
p=0.003; inhibidor de palmitoilacion p=2.43x10'8), lo cual indica que la adquisicion
no fue afectada. Sin embargo, al evaluarse la memoria de largo plazo, se observé
que la inhibicion de la palmitoilacion no permitié que los animales 2-Br discriminaran
el objeto en posicidon novedosa del objeto en posicién familiar, mientras que los
animales inyectados con vehiculo presentaron un mayor indice de reconocimiento
del objeto en posicidn novedosa sobre el objeto en posicidén familiar (p=0.00012)
(figura 8B). Por lo tanto, la inhibicion de la palmitoilacion afectd Uunicamente la

consolidacion de la memoria de localizacién de objetos.
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Figura 8. La inhibicién de la palmitoilacion no afecta la adquisicion, pero afecta la
consolidacion de la memoria de localizacion de objetos. A) Disefio experimental para
la administracién farmacoldgica de DMSO 5% (vehiculo) o 2-bromopalmitato (2-Br). B) Fase
de adquisicion donde se presentaron dos objetos idénticos en posiciones especificas. C)
90 min después se evalud la memoria de corto plazo y 24 h después la prueba de memoria
largo plazo. Durante la prueba, uno de los objetos cambio de posicion. Las determinaciones
son el promedio £ EEM. **: p<0.01; ***;: p<0.001.
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7.3 Inhibicién de la palmitoilacién en la consolidacion

La inhibicion de la palmitoilacion no permite la consolidacion de la memoria espacial
en el laberinto acuatico de Morris. Los animales fueron inyectados con el inhibidor
de palmitoilacién o el vehiculo inmediatamente después de la adquisicion (figura
9A). La prueba de memoria de largo plazo se realizd 24 horas después. Los
animales aprendieron la posicion de la plataforma durante la fase de entrenamiento
que se ve reflejado en un menor tiempo de llegada a la plataforma en el ultimo
ensayo comparado con el primer ensayo durante la fase de adquisicién (p=0.02)
(figura 9B). Durante la prueba de memoria de largo plazo el grupo tratado con el
vehiculo presentd un mayor tiempo de nado en el cuadrante objetivo comparado
con el cuadrante opuesto (figura 9C), mientras que los animales tratados con el
inhibidor de palmitoilacion no presentaron diferencias en los tiempos de
permanencia en los dos cuadrantes, lo que refleja que no retuvieron la informacion
referente a la ubicacién de la plataforma. EI nimero de cruces a la plataforma (figura
9C) fue mayor en los animales vehiculo comparado con los animales 2-Br, pero el
tiempo de llegada a la plataforma no presenté diferencia entre ambos grupos (figura
9C). Sin embrago, los animales inyectados con vehiculo presentaron una tendencia
a ejecutar mejor la tarea comparados con los animales tratados con el inhibidor de
palmitoilacion. Por lo tanto, la inhibicién de la palmitoilacién afecta la consolidacién

de la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris.
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Figura 9. Lainhibicién de la palmitoilacién no permite la consolidacion de lamemoria
espacial en el laberinto acuatico de Morris. A) Disefio experimental para la
administracién farmacolégica de DMSO 5% (vehiculo) o 2-bromopalmitato (2-Br). B) Curva
de aprendizaje de los animales antes de la administracion farmacoldgica con la plataforma
sumergida, después del entrenamiento los animales fueron divididos en dos grupos para
ser administrados con vehiculo o 2-Br. C) 24 h después se realizé la prueba de memoria
de largo plazo, sin la plataforma. Se evalué el tiempo de llegada a la plataforma, el numero
de cruces a la plataforma y el tiempo de permanencia en los cuadrantes objetivo y opuesto.
Las determinaciones son el promedio + EEM. * p<0.05; ***: p<0.001.
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La inhibicion de la palmitoilacion no permite la consolidacion de la memoria de
localizacion de objetos. Las inyecciones de la solucién vehiculo o 2-bromopalmitato
se llevaron a cabo inmediatamente después de la adquisicion (figura 10A). Dado la
novedad de los objetos, los animales de ambos grupos exploraron ambos objetos
de forma equitativa (figura 10B), sin preferencia por uno de los dos objetos. La
prueba de memoria de largo plazo se realizé 24 horas después de la adquisicion.
Los animales del grupo vehiculo presentaron una clara preferencia exploratoria por

el objeto en la nueva posicion (promedio=0.68) comparado con el objeto en la
posicion familiar (promedio=0.32) (p=3.21x10'7). Sin embargo, los animales

tratados con 2-Br-palmitato exploraron el mismo tiempo ambos objetos (figura 10C).
Por lo tanto, la inhibicion de la palmitoilacion afecta la consolidacion y como
consecuencia, los animales no evocan la memoria de localizacién de objetos.

35



Efecto de la inhibicidn de la palmitoilacion sobre la
formacidn y el mantenimiento de la memoria espacial

Figura 10. La inhibicion de la palmitoilacion no permite la consolidacion de la
memoria de localizacion de objetos. A) Disefio experimental para la administracion
farmacoldgica de DMSO 5% (vehiculo) o 2-bromopalmitato (2-Br). B) Fase de adquisicion
donde se presentaron dos objetos idénticos en posiciones especificas. C) 24 h después se
realizé la prueba de memoria largo plazo donde uno de los objetos cambio de posicion. Las
determinaciones son el promedio + EEM. ***: p<0.001.
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La inhibicion de la palmitoilacién en el hipocampo dorsal no afecta la consolidacion
de la memoria de reconocimiento de objetos. Con el fin de saber si la inhibicion de
la palmitoilacién en el hipocampo afectaba unicamente las tareas conductuales
dependientes de esta estructura, realizamos una tarea de reconocimiento de
objetos independiente del hipocampo. Las inyecciones en las ratas tratadas con el
inhibidor de palmitoilacion o vehiculo se realizaron inmediatamente después de la
adquisiciéon de la tarea (figura 11A). Los animales no presentaron preferencia de
exploracion por ninguno de los dos objetos durante la adquisicion (vehiculo: p=0.27;
inhibidor: p=0.48) (figura 11B). Al realizarse la sesion de prueba de memoria de
largo plazo, se observo que tanto el grupo de animales vehiculo (p=0.0002) como
el grupo tratado con 2-bromopalmitato (0.0009) discriminaron los objetos novedoso
y familiar, reflejado en un mayor indice de reconocimiento para el objeto novedoso
(figura 11C). Por lo tanto, la inhibicion de la palmitoilacion en el hipocampo dorsal

no tiene efecto en la consolidacion de una tarea independiente de esta estructura.
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Figura 11. La inhibicién de la palmitoilacion en el hipocampo dorsal no afecta la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos. A) Diseno experimental
para la administracion farmacolégica de DMSO 5% (vehiculo) o 2-bromopalmitato (2-Br). B)
Fase de adquisicion donde se presentaron dos objetos idénticos. C) 24 h después se realizd
la prueba de memoria largo plazo donde uno de los objetos familiares fue cambiado por un
objeto nuevo. Las determinaciones son el promedio + EEM. ***: p<0.001.
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7.4 Inhibicion de la palmitoilacién en la evocacion

La inhibicion de la palmitoilacion no afecta la evocacion de la memoria espacial en
el laberinto acuatico de Morris. Dado que las inyecciones de inhibidor de la
palmitoilacion o el vehiculo se realizaron después del entrenamiento (figura 12A),
durante la fase de entrenamiento los animales se consideraron en un solo grupo
(figura 12B), y se observé menor tiempo de llegada a la plataforma a partir del quinto
ensayo, siendo diferente el ultimo ensayo con el primer ensayo (p=0.004). La
inyeccion de 2-Bromopalmitato 15 min antes de la prueba de memoria de largo
plazo no afectd la evocacion de la memoria comparado con el grupo vehiculo, lo
cual se ve reflejado en el tiempo de permanencia en los cuadrantes opuesto y
objetivo (vehiculo: p=0.02; inhibidor: p=0.002) (figura 12C). De igual manera, al
cuantificar el numero de cruces a la plataforma, ambos grupos presentaron un
comportamiento similar (vehiculo: promedio 2.83 cruces; inhibidor: promedio 3.61
cruces; p=0.39) (figura 12C), al igual que en el tiempo de llegada a la plataforma en
el dia de la prueba (vehiculo: promedio: 27.44 segundos, inhibidor: 20.51 segundos;
p= 0.26) (figura 12C). Por lo tanto, los animales recordaron donde se encontraba la
plataforma el dia de la prueba de memoria de largo plazo, lo cual significa que la

inhibicién de la palmitoilacion no afecta la evocacién de la memoria.
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Figura 12. La inhibicién de la palmitoilacién no afecta la evocacion de la memoria
espacial en el laberinto acuatico de Morris. A) Disefio experimental para la
administracién farmacolégica de DMSO 5% (vehiculo) o 2-bromopalmitato (2-Br). B) Curva
de aprendizaje de los animales antes de la administracion farmacoldgica con la plataforma
sumergida, después del entrenamiento los animales fueron divididos en dos grupos para
ser administrados con vehiculo o 2-Br. C) 24 h después se realizé la prueba de memoria
de largo plazo, sin la plataforma. Se evalué el tiempo de llegada a la plataforma, el numero
de cruces a la plataforma y el tiempo de permanencia en los cuadrantes objetivo y opuesto.
Las determinaciones son el promedio + EEM. * p<0.05.
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La evocacion de la memoria de localizacion de objetos no se ve afectada por la
inhibicion de la palmitoilacion. Las inyecciones en las ratas tratadas con el inhibidor
de palmitoilacién o vehiculo se realizaron 30 minutos antes de la prueba de memoria
(figura 13A). Cumpliendo con los criterios de exclusion durante la adquisicion, los
animales no presentaron preferencias de exploracién por alguno de los dos objetos
debido a la novedad por ambos objetos a explorar (figura 13B). Siguiendo el
protocolo de memoria de localizacion de objetos, el grupo vehiculo reconocio el
objeto nuevo siendo su indice de reconocimiento significativamente mayor al objeto
familiar (p=0.01). El grupo de animales tratados con 2-bromopalmitato, exploré de
forma significativamente mayor al objeto en posicién novedosa comparado con el
objeto en posicion familiar (p=0.04) (figura 13C). Por lo tanto, la inhibicion de la
palmitoilacion no tiene efecto durante la evocacion de la memoria de localizacién de

objetos.
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Figural3. La evocacion de la memoria de localizacién de objetos no se ve afectada
por la inhibicién de la palmitoilacion. A) Disefio experimental para la administracion
farmacoldgica de DMSO 5% (vehiculo) o 2-bromopalmitato (2-Br). B) Fase de adquisicion
donde se presentaron dos objetos idénticos en posiciones especificas. C) 24 h después se
realizé la prueba de memoria largo plazo donde uno de los objetos cambio de posicién. Las
determinaciones son el promedio + EEM. *:p<0.05.

42



Efecto de la inhibicidn de la palmitoilacion sobre la
formacidn y el mantenimiento de la memoria espacial

8. DISCUSION

El aprendizaje y la memoria es la capacidad que tiene un organismo para adquirir,
codificar, almacenar y recuperar informacion (Kandel & Pittenger, 1990; Sunyer et
al, 2008; Carrillo-Mora et al, 2009). Los estimulos externos que recibe el organismo
pueden provocar que algunas conexiones sinapticas se potencien, mientras que
otras se debiliten (Villareal et a