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|. RESUMEN

La vision actual de la neurobiologia del aprendizaje y la memoria sugiere que la
memoria de largo plazo (LTM) depende no solo de la sintesis de proteinas sino también
de la sintesis de ARNm incluso horas después de la adquisicion de la memoria. Sugiere
asimismo, que la regulacion de la transcripcion a través de la acetilacion de histonas es
esencial para el establecimiento de la memoria. Estudios previos de nuestro laboratorio
demuestran que la inhibicion de la sintesis proteica en la corteza insular (Cl) alrededor
del tiempo de entrenamiento y de 5 a 7 horas después de la adquisicién previene la
consolidacion del condicionamiento de aversion al sabor (CAS), un paradigma de
aprendizaje y memoria bien establecido en el que un animal aprende a asociar un sabor
novedoso con malestar gastrico. Sin embargo, la participacion de la sintesis de ARNm,
asi como la regulacion epigenética a través de la acetilacion de histonas en este
proceso permanece aun inexplorada. En el presente estudio evaluamos el efecto de la
inhibicion de la transcripcion y la deacetilacion de histonas en la consolidacion del CAS
mediante la infusion de 5,6-dicloro-1-beta-D-ribofuranosilbenzimidazol (DRB) y MS-275
respectivamente en la Cl inmediatamente y siete horas después de la adquisicion de
esta tarea. Nuestros resultados muestran que la inhibicion de la transcripcion
inmediatamente y 7 horas después de la adquisicién del CAS deteriora la consolidacion
de esta memoria, mientras que la inhibicion de la deacetilacién de histonas fortalece
esta memoria en las citadas ventanas temporales. Estos hallazgos revelan que la
memoria del CAS requiere de rondas recurrentes de eventos de modulacion
transcripcional en la ClI para consolidar este trazo de memoria. Sugieren asimismo, que

la modulacién transcripcional y epigenética contribuye de manera sustancial a las
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funciones relacionadas con la consolidacion de la memoria, efectuadas por un area

neocortical incluso varias horas después de la adquisicion de la memoria.
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Il. SUMMARY

The current view of the neurobiology of learning and memory suggests that long-term
memory (LTM) depends not only on the de novo protein synthesis but also on the
synthesis of mMRNA even hours after the acquisition of memory, as well as that the
regulation of transcription through the histone acetylation is essential for the memory
establishment. Our previous studies showed that protein synthesis inhibition around the
time of training and 5 to 7 hours after acquisition in the insular cortex (IC) prevents the
consolidation of conditioned taste aversion (CTA), a well-established learning and
memory paradigm in which an animal learns to associate a novel taste with nausea.
However, the participation of mMRNA synthesis and the epigenetic regulation through
histone acetylation in this process remains unexplored. In the present study we
evaluated the effect of the inhibition of transcription as well as deacetylation of histones
at two temporal windows on the consolidation of CTA. Thus, immediately or seven hours
after CTA acquisition animals received a microinfusion of 5,6-dichloro-1-beta-D-
ribofuranosylbenzimidazole (DRB) or MS-275 in the IC, respectively. The present results
show that transcription inhibition immediately and 7 hours after acquisition impairs the
CTA memory consolidation, whereas the inhibition of histone deacetylation strengths
this memory at those temporal windows. These findings reveal that CTA memory
requires recurrent rounds of transcriptional modulation events in the IC in order to
consolidate this memory trace, demonstrating that transcriptional and epigenetic
modulation substantially contribute to memory-consolidation-related functions performed

by a neocortical area even several hours after memory acquisition.
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lll. ANTECEDENTES

1. Acerca de la memoria

La memoria es el proceso por el cual el conocimiento adquirido es codificado,

almacenado y més tarde recuperado (Kandel et al., 2000).

Desde el punto de vista de su curso temporal, la memoria puede ser dividida en al
menos dos fases: una fase independiente de sintesis de proteinas (memoria a corto
plazo; MCP) con capacidad para retener temporalmente, en un rango de segundos a
horas, una cantidad limitada de la informacion recientemente percibida (i.e. 7 mas o
menos 2 items) (Atkinson & Shiffrin, 1968); esta forma de memoria depende del repaso
activo y de la atencién, pues es facilmente afectada por la adquisicion de nueva
informacion o por la exposicion a distractores (Gluck, et al., 2008). Y una fase
dependiente de sintesis de proteinas (memoria a largo plazo; MLP) que va de varias
horas, dias o hasta afios de duracién y con capacidad para retener durante periodos
prolongados de tiempo, en un rango de dias a meses o afios, grandes cantidades de
informacion independientemente del momento de adquisicién de la misma (Bailey et al.,

2004; Medina et al., 2008; Sternberg, 2012).

Existe una transicion de la memoria de corto a la de largo plazo. Tras la adquisicién
existe un intervalo de tiempo limitado durante el cual las asociaciones se refuerzan y se

vuelven estables, este proceso es denominado consolidacion (McGaugh, 2000).
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Las observaciones de Miiller y Pilzecker asi como las observaciones clinicas llevaron
respectivamente a utilizar el término consolidacion para referirse a dos procesos
relacionados. El primero se denomina consolidacion sinaptica, y se refiere a los
cambios asociados al remodelamiento funcional y/o estructural a nivel sinaptico, los
cuales tienen lugar en los primeros minutos u horas después de la adquisicion
(Frankland & Bontempi, 2005). Por su parte, el segundo, es denominado consolidacion
de sistemas y se refiere a la reorganizacién lenta y progresiva de las regiones

cerebrales que sustentan a la memoria (Dudai, 2004).

Numerosos estudios han demostrado que la expresion génica y la sintesis de nuevas
proteinas son eventos necesarios para la consolidaciéon de la memoria, ya que la
inhibiciébn de la transcripcibn o de sintesis proteica inmediatamente después del
aprendizaje disminuye el desempeiio de los animales en tareas de condicionamiento

clasico y memoria espacial (Igaz et al, 2002; Roozendaal, 2002).
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Figura 1. Clasificacion temporal de la memoria. MCP: Memoria de corto plazo, MLP:
Memoria de largo plazo (Modificado de Dudai, 2004).

2. Transcripcién y traduccion génicas en la consolidaciéon de la memoria

La transcripcién, el primer paso de la expresion génica es el mecanismo a través del
cual se copia una secuencia de &cido desoxiribonucléico (ADN) hacia una de &cido
ribonucleico (ARN). Es un proceso intrincado que requiere la accion concertada de
complejos proteina-ARN que dictan la expresion de un gen particular. Se estima que
entre el 5% y el 10% de las secuencias expresadas en el genoma humano codifican
para los reguladores de transcripcion, lo que subraya la importancia y la complejidad de
la regulacion de la transcripcion. Los reguladores de la transcripcion incluyen a las

proteinas de union al ADN que definen la tasa de transcripcion de genes y son
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comunmente conocidos como factores de transcripcion, requiere asimismo cofactores
que interactian con los factores de transcripcidon, reguladores de la cromatina, la
maquinaria general de transcripcion, asi como sus reguladores. La mayoria de los
genes que son expresados en una célula, son transcritos en el nucleo en una molécula
llamada &cido ribonucleico mensajero (ARNm), que es transportado del nucleo hacia el
citoplasma, donde es traducido a proteinas (Figura 2). Numerosas evidencias
experimentales indican que la consolidacion de la memoria es un proceso dependiente
de la sintesis de nuevas proteinas y ARNm (Davis y Squire, 1984; McGaugh, 2000;

Dudai y Eisenberg, 2004).

Por lo anterior, el empleo de farmacos que inhiben la sintesis de proteinas o de ARNm
permite el andlisis de la participacion de estos mecanismos moleculares en los
procesos de aprendizaje y memoria. Entre los farmacos que inhiben la traduccién, la
anisomicina ha sido ampliamente utilizada debido a que es un inhibidor potente,
estructuralmente especifico y reversible, cuyo pico de actividad se encuentra entre los
20 y 30 minutos posteriores a su administracion (Davis y Squire, 1984; Rosenblum et
al., 1993). Por otra parte, entre los farmacos que inhiben el proceso de transcripcion,
destaca el 5,6- Di-cloro-benzimidazol-rib6sido (DRB) debido a que su efecto es
reversible (entre las 2 y 3 horas después de su aplicacién) y su pico de actividad se
ubica alrededor de los 15 min tras su infusion (Nguyen et al., 1994). Ademas, el DRB
inhibe selectivamente a la ARN polimerasa Il (ARNP II), afectando la produccion de
transcritos maduros, en contraste con la actinomicina- D y la a-amanitina, las cuales

afectan también la sintesis de ARN de transferencia y ribosomal, puesto que interfieren
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con la actividad de las ARNP | y ARNP Ill, la a-amanitina afecta también el nivel de

traduccion proteinica a altas concentraciones (Clement y Wilkinson, 2000).

Estudios empleando inhibidores de la transcripcion de ARNm en una variedad de
especies que van desde invertebrados hasta mamiferos han demostrado que la
consolidacion de la memoria requiere de la sintesis de ARNm y su traduccion en
proteinas, y que estos eventos transcripcionales son fundamentales como parte de los
mecanismos preservados evolutivamente para la formacion de la memoria de largo
plazo (Emptage and Carew, 1993; Izquierdo et al., 1998; Nestler 1993; Pedreira et al.
1996). La consolidacién de la memoria requiere de la transcripcién y traduccion en
multiples fases durante una ventana temporal inicial y limitada. Por ejemplo, en el
hipocampo de la rata, una region clave para la formacion de memoria explicita, se
requiere de al menos dos periodos de transcripcion para establecer una memoria de
evitacion inhibitoria a largo plazo. El primer periodo de transcripcion tiene lugar durante
el entrenamiento en tanto que el segundo ocurre alrededor de 3 a 6 h mas tarde
(Quevedo et al., 1999; Igaz et al. 2002). Se ha reportado que el requerimiento de
transcripcion inicial en el hipocampo continta por mas de 24 h y termina 48 horas tras
el entrenamiento (Taubenfeld et al. 2001; Garcia-Osta et al. 2006; Bekinschtein et al.

2007; Chen et al. 2011).

El importante papel de la transcripcién génica para la formaciéon de la memoria de largo
plazo ha sido confirmado por su requerimiento durante los mecanismos celulares que
contribuyen a su formacién. Entre éstos se incluyen la potenciacion de largo plazo

(LTP) y la depresién de largo plazo (LTD) en vertebrados e invertebrados (Lynch 2004),
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fortaleciendo asi la conclusion de que la transcripcion y la expresion génica son

mecanismos esenciales para estabilizar la plasticidad sindptica de largo plazo.

Coactivator binding
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NZa W

Transcription l
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\_/ mRNA
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\/ mRNA

Translation l Cytoplasm
' Protein

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de transcripcion. El proceso de
transcripcién es iniciado en el nacleo de la célula, el pre-ARNm es sintetizado a partir del
ADN, el pre-ARNm es transportado al citoplasma de la célula donde es convertido en
ARNmM maduro y traducido a proteinas. La parte superior derecha esquematiza de
manera general el complejo necesario para el proceso de transcripcion. Abreviaciones:
TF, factor de transcripcion; coact, coactivador. Modificado de Schwechheimer, 1998.

Entre los factores de transcripcion involucrados en los procesos de aprendizaje y
memoria se encuentran el factor de transcripcion nuclear kappa B (NFKpB) y la proteina

de unioén al elemento de respuesta a AMPc (CREB), asi como los productos de la
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expresion de genes de expresion temprana que incluyen a las proteinas c-Fos, Zif268
(factor de transcripcion zinc finger) y Arc (proteina asociada al citoesqueleto regulada

por actividad) (Guzowski 2002; Veyrac et al. 2014).

3. Epigenética de la memoria

La epigenética hace referencia al conjunto de elementos funcionales que regulan la
expresion génica de una célula sin alterar la secuencia de ADN (lonita- Laza, Lange y
Laird 2009, Jiang et al. 2008; Levenson y Sweatt 2005). La acetilacion y fosforilacion de
histonas asi como la metilacién del ADN constituyen algunos de los mecanismos mas
ampliamente estudiados en torno a la modificacion de la cromatina. Las colas N-
terminales de las histonas no estan estructuradas y son susceptibles de adicion o
eliminaciéon de grupos funcionales. La adicion de grupos acetilo y fosfato da como
resultado la exposicion del ADN y por lo tanto favorece la formacion del estado activo
de la cromatina o eucromatina, mientras que la ubiquitinacion y la SUMOilacién “oculta”
el ADN protegiéndolo de la maquinaria transcripcional. Por su parte, la metilacion de las
colas de histonas puede originar ya sea la activaciébn o la represion de genes. Por
ejemplo, las formas mono-, di-, y tri-metiladas de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4me,
H3K4me2, H3K4me3) y la mono-metilacion de la histona H3 en la lisina 9 (H3K9me) da
como resultado la activacion de la transcripcion mientras que la di y tri-metilacion de la
histona H3 en la lisina 9 (H3K9me2, H3K9me3) da como resultado la represion de la

transcripcion (Gupta et al. 2010). A diferencia de los grupos acetilo y fosfato, los grupos
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metilo regulan la transcripcion funcionando como sitios de acoplamiento para reclutar

proteinas activadoras o represoras para reestructurar la cromatina.

La regulacion de la expresion génica derivada de la actividad neuronal durante los
procesos de aprendizaje y memoria involucra modificaciones epigenéticas. Entre estas
modificaciones se encuentran, el remodelamiento de la cromatina, la modificacion post-
traduccional de histonas, y la metilacion de ADN, los cuales regulan la estructura de la
cromatina (Cortés-Mendoza et al., 2013). El estado de condensamiento del ADN
alrededor de los nucleosomas es un determinante critico de la actividad transcripcional;
si el ADN esta altamente condensado (heterocromatina) los factores de transcripcion y
la ARN polimerasa no pueden acceder a las regiones promotoras de los genes, por lo
cual la transcripcion se mantiene inactiva; sin embargo, si el ADN se desenrolla
(eucromatina), se habilita el acceso de los factores de transcripcion y la ARN
polimerasa a las regiones promotoras de los genes promoviendo la transcripcion. Este
estado condensado del ADN puede ser alterado por distintas modificaciones post-
traduccionales que tienen lugar en las colas N-terminales de las histonas; entre dichas
modificaciones se han descrito la fosforilacion, la metilacién y la acetilacion, esta ultima
principalmente estudiada en los procesos de plasticidad sindptica y en la memoria
dependiente del hipocampo (Guan et al., 2002; Jenuwein & Allis, 2001; Suganuma &

Workman, 2011).
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3.1 La acetilacion de histonas

La acetilacion de las histonas consiste en la adicion de un grupo acetilo (-CO-CH3) en
los residuos de lisina de la proteina en cuestion. Al acetilarse, las histonas pierden su
afinidad electrostatica con el ADN promoviendo la apertura de la cromatina y la
activacion de la actividad transcripcional; la cual es regulada por las enzimas histonas
acetil transferasas (HAT), como CBP, P300, y el factor asociado a P300/CBP (PCAF).
Asimismo, la acetilacién de las histonas es revertida por las deacetilasas de histonas
(HDAC) entre las cuales HDAC1, HDAC2 y HDAC3 son las mas estudiadas y estan
presentes en numerosos complejos de represion disminuyendo la actividad
transcripcional (Graff & Tsai, 2013a; Sweatt, 2009). Durante la deacetilacion las
histonas cambian su equilibrio hacia la condensaciéon de la cromatina y en
consecuencia se silencia la expresion génica. A diferencia de las HAT, las HDAC tienen
una rica diversidad estructural, que les confiere diversidad funcional convirtiéndolas en
objetivos potenciales para la generacion de farmacos de intervencién terapéutica.
Numerosas HDAC comparten un dominio catalitico comun dependiente de zinc, pero
difieren en los dominios accesorios que les confieren especificidad hacia sus proteinas
blanco. Las HDAC de mamiferos se dividen en cuatro clases principales (1-4), siendo
las de las clases | y Il las que reciben mayor atencion debido a su participacion en el
sistema nervioso (Carey & La Thangue 2006). En mamiferos, existen 11 diferentes
histonas deacetilasas entre las cuales las dependientes de zinc se dividen en las clases
[, 'y IV con base en la homologia de su secuencia. La clase Il contiene una familia de

deacetilasas dependientes de NAD ahora llamadas sirtuinas, que son estructural y
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funcionalmente distintas de las HDAC "clasicas" dependientes de zinc. Se han
encontrado diferencias importantes entre las HDAC en términos de la expresion
especifica en tejido, localizacion subcelular y funciones fisioldgicas. Las HDAC de clase
I; 1, 2, 3y 8 se expresan de manera ubicua y se localizan predominantemente en el
nacleo. Por el contrario, HDACs 4,5,7 y 9 (clase lla), HDACs 6 y 10 (clase llb) y HDAC
11 (clase IV) muestran patrones de expresidon mas restringidos y son citoplasmicas
(HDACS®) o se transportan entre el nucleo y el citoplasma (HDAC 4,5,7 y 9-11), (Fischer

et al., 2010; Haberland et al., 2009).

La acetilacion de histonas es una modificacion epigenética prominente del sistema
nervioso central que estd inequivocamente asociada con un aumento en la tasa de
transcripcion de genes (Graff y Tsai, 2013b). Las HDAC y los complejos correpresores
asociados pueden funcionar en las neuronas, en parte, como “frenos moleculares". Las
HDAC se localizan en los promotores de los genes activos y actian como represores
persistentes que requieren una sefalizacién fuerte dependiente de actividad para liberar
temporalmente estos complejos, activando asi la expresion génica requerida para la
formacién de la memoria de largo plazo (McQuown y Wood, 2011). La primera
evidencia de que la acetilacion de histonas podria estar relacionada en los procesos de
formacién de la memoria se identificé por primera vez en estudios donde se examinoé la
acetilacion de histonas, 1y 24 hrs después del condicionamiento contextual del miedo e
inhibicion latente donde se encontréo un aumento en la acetilacion de la histona H3 1
hora después del condicionamiento contextual del miedo en la region CA1l del

hipocampo (Levenson et al., 2004).
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Se ha descrito que, en regiones cerebrales involucradas en la formaciéon de la memoria,
como la amigdala, el hipocampo y la corteza, prevalece la expresion de HDAC de la
clase | (Broide et al., 2007). Existe evidencia experimental de que facilitar la acetilacion
de las histonas empleando butirato de sodio (NaB) o tricostatina (TSA) promueve una
mejora en la consolidacion de la memoria de largo plazo durante la tarea de
condicionamiento contextual del miedo (Levenson et al., 2004); los mismos efectos
facilitadores se han observado al inyectar TSA inmediatamente después del
entrenamiento en la tarea de reconocimiento de objetos (Roozendaal, et al., 2010) y en
el laberinto acuatico de Morris (Dash, Orsi, y Moore, 2009). De la misma manera un
aprendizaje que no tiene la fortaleza para promover el almacenamiento de largo plazo
puede ser transformado a través de la inhibicién de HDAC’s con NaB (Stefanko, 2009).
Asi, la administracién sistémica de NaB mejoré el aprendizaje del condicionamiento de
aversion al sabor haciéndolo mas resistente a la extincibn e incremento
significativamente los niveles de c-Fos y la fosfo-acetilacion de la histona H3 en la
amigdala central (Kwon y Houpt, 2010). En un estudio efectuado por Stafford y
colaboradores, la infusion de NaB en el hipocampo condujo a aumentos en la
acetilaciébn de histonas, asi como en la expresion de c-Fos consistente con una
extincion fuerte en la corteza infralimbica (Stafford et al., 2012). Por su parte, el
entinostat, conocido como SNDX-275 y MS-275, es un novedoso y potente derivado
benzamidico inhibidor de HDAC's (Saito et al., 1999), que en contraste con otros
inhibidores es mas selectivo afectando solo a las HDACL1 de la clase | (Hu et al., 2003;
Khan et al., 2008). Hawk et al., (2011) mostraron que la inhibicion de las HDACs de la
clase | empleando MS-275 facilita el desempefio de la memoria de lago plazo en la

tarea de localizacion de objetos. EI MS-275 muestra preferencia por HDAC1 y HDAC2
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respecto a HDAC3 y no parece inhibir apreciablemente HDACS8 (Hu et al., 2003; Vannini
et al., 2004; Inoue et al., 2006) sugiriendo que HDAC1 o HDAC2 de la clase | son el

blanco critico de MS-275 para mejorar la memoria.
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Figura 3. La actividad neuronal induce la acetilaciéon de histonas. La parte izquierda
de la figura muestra cémo las sefiales de actividad neuronal al nucleo inducen
modificaciones epigenéticas que sostienen el aprendizaje y la memoria. La parte de la
derecha esquematiza dos vias experimentalmente investigadas que inducen tales
modificaciones epigenéticas en términos de acetilacion de histonas. Una de estas vias,
representada en el lado izquierdo del recuadro, muestra como la actividad neuronal, en
términos de potenciacion a largo plazo (LTP) y el aprendizaje pueden activar a los
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) o los receptores NMDA vy activar diferentes
cascadas de sefalizacién que culminan en la acetilacion de histonas y la expresion de
genes necesarios para el establecimiento de estos procesos. Tomado de Graff and Tsali,
2013.
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4. El condicionamiento de aversion a los sabores

La supervivencia de un organismo esta basada entre otras cosas en la capacidad de
aprender y recordar que un alimento ingerido fue seguido de un malestar, anticipando
de esta forma el potencial dafiino de cualquier alimento que tenga atributos similares y
evitando su consumo. El condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) es un
paradigma ampliamente utilizado para el estudio de procesos de memoria y
aprendizaje. En esta tarea un animal adquiere aversion ante un estimulo gustativo
cuando es asociado con malestar gastrico (Bermudez-Rattoni, 2014; Bertrand et al.,
2009). John Garcia describié por primera vez en 1955, que las ratas desarrollaban
aversion a soluciones con sabor dulce cuando estas eran seguidas por la aplicacién de
rayos gamma. Posteriormente surgié un paradigma obtenido por el apareamiento de un
sabor y un estimulo que producia malestar gastrico, como el cloruro de litio (LiCl), fue
entonces cuando a este paradigma se le llamo condicionamiento de aversivo a los
sabores (Garcia y Koellin, 1966). Garcia y Koellin demostraron que una solucién con
sabor se asocia mas facilmente a la induccidbn de nausea que a la aplicacion de
choques eléctricos en las patas de los roedores, lo cual nos muestra que, en este
condicionamiento donde el estimulo condicionado es el sabor, es importante que el
estimulo aversivo sea visceral. Una de las caracteristicas mas importantes del CAS es
su selectividad a los estimulos gustativos, ya que un solo entrenamiento basta para
producir una fuerte aversibn ante un sabor novedoso (Berstein, 1991). Una
caracteristica importante del CAS es que la asociacion entre el estimulo condicionado y

el estimulo incondicionado esta mediada por tiempos bastante amplios desde minutos
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hasta horas (Bures, 1998). Esta caracteristica facilita el estudio de los diferentes
procesos subyacentes al CAS: rastro de memoria gustativa, asociacion entre estimulo
gustativo y malestar, y consolidacion de memoria de largo plazo (Bermudez-Rattoni y

Miranda 2004).

Los principios generales del condicionamiento de aversion a los sabores son:

a) Si un animal consume un alimento con sabor y subsecuentemente sufre malestar
gastrico, en los siguientes encuentros con ese sabor el animal evitara o disminuira

drasticamente su consumo (Garcia, Lasiter, Bermudez-Rattoni y Deems, 1985).

b) La fuerza de la aversién aprendida estéd directamente relacionada con la intensidad
del sabor y del malestar, y esta inversamente relacionada al intervalo entre la
presentacion del sabor y la induccidon de malestar. Este intervalo puede durar horas, a
diferencia de otros condicionamientos, en los cuales es necesario que el intervalo entre

el EC y el El sea de segundos (Domjan, 1985).

c) Los estimulos gustativos se asocian mas facilmente a estimulos gastricos (Garcia y

Koelling, 1966).
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Figura 4. EI CAS es un tipo de condicionamiento, donde el sabor sirve como estimulo
condicionado y el malestar gastrico como estimulo incondicionado, de modo que un
estimulo gustativo adquiere la capacidad de inducir una respuesta condicionada (RC). Los
animales pueden aprender el CAS si la solucién con sabor es ingerida espontdneamente,
pero también presentan el aprendizaje de la tarea cuando el estimulo aversivo es inyectado
por via intraperitoneal o intravenosa (Bradley y Mistretta, 1971; Bures y Buresova, 1989).

El CAS es una tarea de aprendizaje que requiere la formacién de un trazo de memoria
aversiva mediante la asociacion de dos estimulos que son relacionados en la Cl. En
primer lugar, se encuentra el estimulo gustativo, el cual activa la via gustativa hasta su
relevo final en la CI para la formacién del trazo de memoria gustativa de tipo "seguro".
En segundo lugar, se encuentra el estimulo aversivo, el cual activa a la Cl a través de la
amigdala para la formacion de un trazo de memoria gustativa de tipo "aversivo"
(Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005). Para la formacion del trazo
de memoria gustativa de tipo seguro, se ha propuesto que el estimulo gustativo

incrementa los niveles de acetilcolina en la CI, proveniente de la conexion de esta
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corteza con el nucleo basalis magnocelularis (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-
Rattoni et al., 2005). La acetilcolina activa a receptores de tipo muscarinicos en la ClI,
los cuales promueven la activacion de la PKC, la cual tiene injerencia en la modulacion
de los receptores NMDA y en la activacion de otras cinasas como la cinasa regulada
por sefal extracelular (ERK) (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005).
Por otro lado, con respecto a la formacion del trazo de memoria gustativa de tipo
aversivo, se ha observado que el malestar gastrico incrementa los niveles de glutamato
en la Cl debido a la activacién de la via amigdalo-cortical, lo cual promueve la entrada
de calcio al interior de las neuronas en dicha corteza, iniciando cambios plasticos
dependientes de la actividad (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni et al., 2005).
Actualmente, se considera que la conjuncion de los mecanismos del trazo gustativo y
del trazo aversivo en la Cl activan diferentes proteinas relacionadas con la plasticidad
como la PKC o la PKA, que son parte de una cadena molecular que culmina con la
activacion de factores de transcripcion como CREB, los cuales promueven la sintesis
de nuevas proteinas relacionadas con el mantenimiento de la memoria del CAS
(Yasoshima, Morimoto y Yamamoto, 2000; Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni

et al., 2005).

5. La corteza insular y la via gustativa

La corteza insular (Cl) es una region de la corteza temporal en el cerebro de rata que
ha sido implicada en la adquisicion y almacenamiento de diferentes tareas de

aprendizaje aversivo como el laberinto espacial, la evitacion inhibitoria y el
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condicionamiento de aversion al sabor (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni y
McGaugh, 1991). La CI recibe proyecciones directas desde el nucleo basolateral de la
amigdala y se conoce que esta proyeccion contribuye a la formacion y retencion de
memorias gustativas (Bermudez-Rattoni, 2004; Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991,
Rodriguez-Duran et al, 2011). Las conexiones anatomicas de la corteza insular
claramente sugieren que esta region cerebral juega un papel en la integracion y
posiblemente en el almacenamiento de informacion visceral (Bures et al., 1998). La ClI
recibe informacion visceral y gustativa desde el tdlamo y envia proyecciones directas al
nacleo del tracto solitario. La CI también tiene conexiones con estructuras limbicas,
incluyendo la amigdala, el nucleo dorso medial del tAlamo y la corteza prefrontal medial
(Bermudez-Rattoni et al., 1991). Los vertebrados detectamos los sabores por medio de
la activacién de células quimiorreceptoras las cuales responden a moléculas o iones
gue estan disueltos en la saliva. Estas células, junto con células basales y de soporte
forman las yemas gustativas. Estas son consideradas los érganos sensoriales del
sentido del gusto. Tanto en el humano como en la rata, la ubicacion de las yemas
gustativas dentro de la cavidad oral se observa en pequefias protuberancias del epitelio
de la lengua denominadas papilas. Por su forma, se pueden distinguir tres tipos de
papilas gustativas distribuidas en la lengua: circunvaladas, foliadas y fungiformes. Es
relevante mencionar que tanto el paladar como la faringe, epiglotis y parte superior del
eso6fago presentan yemas gustativas, pero solo las yemas que se encuentran en la
lengua estan agrupadas en papilas (Bear, 1996). Inicialmente el sabor es detectado por
los receptores gustativos y es trasmitido hacia la porcion anterior del nucleo del tracto
solitario en el tallo cerebral, a través de los nervios craneales: facial (VII), glosofaringeo

(IX) principalmente, y de manera secundaria el nervio vago (X) que llevan la informacion
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de las yemas gustativas (Witt y Reutter, 1998). El nervio facial lleva informacién de las
papilas fungiformes que se encuentran en la parte anterior de la lengua, asi como de
las yemas gustativas localizadas en el paladar y en el conducto nasoincisor. Por su
parte, el nervio glosofaringeo lleva informacion de las papilas foliadas y circunvaladas
gue se encuentran en la parte posterior de la lengua, mientras que el nervio vago lleva
informacion de las yemas gustativas de la epiglotis laringe y eso6fago. Por otra parte, el
nervio trigémino inerva la periferia de las yemas gustativas y transmite informacion
somatosensorial, de textura y temperatura de los alimentos (Witt y Reutter, 1996). El
segundo relevo del estimulo gustativo se ubica en el nucleo parabraqueal del puente,
en lo que se ha denominado area gustativa del puente. A partir de esta estructura se
siguen dos vias, las aferencias del nucleo parabraqueal del puente se dirigen en su
mayoria a estructuras ventrales del cerebro basal, como son la amigdala, el hipotalamo
y la sustancia innominada, la segunda via se dirige al complejo ventrobasal del talamo,
el cual se comunica con la corteza insular (Travers, 1993). Cabe destacar que el nucleo
del tracto solitario recibe aferencias que son originarias del area hepatica del vago, asi
como sefiales del area postrema y del sistema vestibular. Estas sefiales proveen
informacion relacionada con irritacion gastrica (Yamamoto et al., 1992). De la misma
manera se debe considerar las conexiones reciprocas entre la Cl y la amigdala, esta
dltima relacionada con tareas aversivas como el condicionamiento del miedo y
conductas agresivas (McGaugh et al., 1991; Le Doux, 1993). A partir de la conectividad
de la Cl ha sido posible considerarla una estructura fundamental en los procesos de
integracion y almacenamiento de informacion gustativo-visceral (Kiefer, 1985;

Bermudez-Rattoni y McGaugh, 1991).
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Figura 5. Vias aferentes gustativas en rata. VII, nervio facial; 1X, nervio glosofaringeo; X,
nervio vago; NHS, nucleo del tracto solitario; NPB, nucleo parabraquial del puente;
NVPM, nucleo ventroposteromedial del talamo; CI, corteza insular, Sl, sustancia
innominada; HL, hipotadlamo lateral; Am, amigdala. (Bear et al., 2001).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de los mecanismos moleculares que subyacen a los procesos de aprendizaje
y memoria, amplian la comprension acerca del como se almacena la informacion en el
sistema nervioso. Numerosas evidencias experimentales indican que la consolidacion
de la memoria involucra cambios en la sintesis de proteinas y de ARNm. En este
contexto, el empleo de farmacos como el DRB que inhibe la sintesis de ARNm, resulta
fundamental en el analisis de la participaciébn de este mecanismo en los procesos de
aprendizaje y memoria. La regulacion de la expresion génica derivada de la actividad
neuronal durante los procesos de aprendizaje y memoria involucra modificaciones
epigenéticas, entre las cuales destaca la acetilacion de histonas. Evidencias
experimentales demuestran la participacion de la acetilacion de histonas en la
consolidacion de la memoria dependiente de hipocampo. La acetilacion de histonas es
un mecanismo que facilita el proceso de transcripcibn y consecuentemente la
traduccion. Estudios previos de nuestro laboratorio demuestran que la consolidacion de
la memoria es dependiente de una fase de sintesis de nuevas proteinas en la corteza
insular. Sin embargo, aiin no se ha explorado la participacion de la sintesis de nuevo
ARNmM vy la acetilacién de histonas en esta region neocortical. Por lo anterior, en el
presente trabajo se evaluo el efecto de la inhibicion de la sintesis de ARNm en la Cl asi
como la inhibicion de histonas deacetilasas, durante la adquisicion del condicionamiento
de aversion a los sabores analizando asi la relevancia de estos procesos en el

establecimiento de la memoria de largo plazo en areas neocorticales.
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V. OBJETIVOS

General

Analizar el efecto de la inhibicion de la sintesis de ARNm y de histonas deacetilasas de
la clase | en la corteza insular sobre la consolidacion de la memoria de aversion a los

sabores.

Particulares

e Analizar el efecto de la inhibicibn de la sintesis de ARNmM mediante la
microinfusion de DRB en la Cl sobre la consolidacion de la memoria de aversion

al sabor.

e Analizar el efecto de la inhibicion de HDAC (clase |) mediante la microinfusion de

MS-275 en la Cl sobre la consolidacion de la memoria de aversion al sabor.
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VI. METODOLOGIA

1. Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar con un peso entre 350-380gr, alojadas en cajas
individuales de policarbonato, en un ciclo de luz-obscuridad 12h/12h a una temperatura
promedio de 21°C, con comida y agua ad libitum (excepto donde se especifique lo
contrario), los sujetos fueron sometidos a un periodo de habituacion a las condiciones

de bioterio durante una semana.

2. Canulacion

Las cirugias se efectuaron por métodos estereotaxicos convencionales. Los animales
fueron implantados bilateralmente con canulas de acero inoxidable de calibre 23 de 1
cm de largo bajo anestesia (Pentobarbital, 50ml/kg i.p.) en las coordenadas AP=
+1.2mm, ML= +5.5mm, DV= 4,5mm (Paxinos et al., 2007). Las puntas de las canulas
guia fueron colocadas 2mm por encima de la CI bilateralmente y se fijaron con acrilico
dental de secado rapido. Dentro de las canulas se colocd un estilete para evitar su
obstruccion. Los farmacos fueron administrados por agujas de calibre 30 alcanzando la
Cl a través de las canulas previamente implantadas. Microinyectores se conectaron por
tubos de polietileno a jeringas Hamilton de 10 pl conducidas por una bomba de

microinfusion (ColeParmer Co). Las microinyecciones fueron dosificadas a una
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velocidad de 1 1pl/min dejando 1 minuto mas el inyector para asegurar la difusion del

farmaco o vehiculo.

3. Condicionamiento de aversion a los sabores

Tras una semana de recuperacién de la cirugia de canulacién los animales fueron
entrenados en el condicionamiento de aversion al sabor (CAS). Las ratas fueron
privadas de agua por 24 hrs y tras este tiempo habituadas a beber agua durante 10
minutos dos veces al dia (09.00hrs y 17:00hrs) hasta establecer una linea base de
consumo (3 dias). En el dia de adquisicién (4° dia) las ratas fueron privadas de alimento
y el agua se sustituyé por un sabor novedoso (solucién de sacarina 1%, sigma, St.
Louis, MO, USA), 10 minutos después del consumo de agua, se les administro via
intraperitoneal solucion de cloruro de litio (LiCl) (0.2M o 0.1M, dependiendo de la
condicion del grupo experimental; 9.37mg/kg), con la finalidad de inducirles malestar
gastrico fuerte o débil. Posterior al dia de adquisicion se restablecid la linea base de
consumo de agua (3 dias). Una vez restablecida la linea base de consumo de agua,
esta se sustituyd nuevamente por solucion de sacarina para probar la aversion. La
diferencia en el consumo de sacarina entre la prueba de aversion y el dia de

adquisicion es usada como medida de la aversion.
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4. Histoquimica de Nissl

Tras los experimentos los cerebros de los animales fueron analizados mediante tincion
histoquimica de Nissl con la finalidad de observar que las canulas implantadas se
localizaran sobre la corteza insular. Para esto, las ratas fueron perfundidas a través del
ventriculo izquierdo (perfusion trascardiaca) con 500 ml de solucion salina al 9%,
seguido de 400 ml de solucion fijadora: buffer de fosfatos (PBS), paraformaldehido (4%)
y glutaraldehido (.2%). Los cerebros fueron entonces transferidos a una solucién de
sucrosa al 30% en PBS 0.1M (pH 7.4) en la cual se mantiene a 4°C durante 48 horas.
Secciones coronales de 40 um fueron colectadas en amortiguador de fosfatos tras su
obtencion por microtomo de congelacion (LEICA RM 2000R). Las muestras fueron

tefiidas con violeta de cresilo y examinadas en un microscopio de luz.

5. Analisis de Datos

El analisis de los datos generados durante los experimentos conductuales se efectu6 a
través de ANOVA factorial y la prueba post-hoc de Fisher para analizar las diferencias

particulares entre los grupos.
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VII. DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar los efectos de la inhibicion de la sintesis de ARNm y la inhibicion de
histonas deacetilasas de la clase | en la corteza insular sobre la consolidacién de la

memoria de aversion al sabor, los sujetos fueron asignados a los siguientes grupos:

- Grupo DRB (DRBO0 n=7): Los sujetos se sometieron a la cirugia de canulacibn como
se describié previamente y tras 7 dias de recuperacion fueron entrenados en el CAS,
durante la adquisicion, inmediatamente después de la administracién de LiCl recibieron
una microinfusion del inhibidor de las sintesis de ARNm DRB disuelto en PBS-DMSO al
8% como vehiculo (40 ng/ 1 pl; 1 pl/min; Sigma-Aldrich; Martinez- Moreno, 2013;
Torres-Garcia, 2012; Hagena y Manahan-Vaughan, 2013) en la CI con el fin de inhibir la

sintesis de ARNm. Tres dias después se evalud su efecto en la prueba de aversion.

- Grupo Vehiculo-DRB (VEHOh n=7): De manera similar al grupo anterior los sujetos
fueron sometidos a la cirugia de canulacién y al entrenamiento en el CAS, durante la
adquisicién, inmediatamente después de la administracion de LiCl recibieron una
microinfusion de PBS-DMSO como vehiculo (1ul; 1 pl/min) en la CI. Tres dias después

se evaluo su efecto en la prueba de aversion.

- Grupo MS-275 (CASf-MS, n=8): Los sujetos fueron sometidos a la cirugia de
canulacion y al entrenamiento en el CAS, durante la adquisicion, inmediatamente
después de la administracion de LiCl (0.2M), recibieron una microinfusion del inhibidor

de histonas deacetilasas de la clase | (MS-275) disuelto en DMSO-salina como vehiculo
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(750 ng/ 1 pl; 1 pl/min; Bahari-Javan et al., 2012) en la CI con la finalidad de inhibir las

histonas deacetilasas. Tres dias después se evalud su efecto en la prueba de aversion.

- Grupo Vehiculo/ MS-275 (CASf-VEH, n=7): De manera similar al grupo anterior los
sujetos fueron sometidos a la cirugia de canulacion y al entrenamiento en el CAS,
durante la adquisicion, inmediatamente después de la administracion de LiCl (0.2M)
recibieron una microinfusion de DMSO-salina, como vehiculo (1ul; 1 pl/min). Tres dias

después se evaluo su efecto en la prueba de aversion.

Diversas evidencias experimentales han mostrado efectos de fortalecimiento de la
memoria cuando los animales son entrenados en tareas que derivan en la formacion de
una memoria débil. Con el propdésito de evaluar si la inhibicién de histonas deacetilasas
de la clase | facilita la consolidacion de la memoria de un condicionamiento débil se

analizaron los siguientes grupos:

- Grupo MS-275 CAS DEBIL (CASd-MS0h, n=8): Los sujetos fueron sometidos a la
cirugia de canulacibn y al entrenamiento en el CAS, durante la adquisicion,
inmediatamente después de la administracion de LiCl (0.1 M, Martinez Moreno et al.,
2016), recibieron una microinfusién de MS-275 disuelto en DMSO-salina como vehiculo
(750 ng/ 1 pl; 1 pl/min; Bahari-Javan et al., 2012) en la CI con la finalidad de inhibir las

histonas deacetilasas. Tres dias después se evalu6 su efecto en la prueba de aversion.

- Grupo Vehiculo/ MS-275 CAS DEBIL (CASd-VEHOh, n=8): De manera similar al
grupo anterior los sujetos fueron sometidos a la cirugia de canulacion y al

entrenamiento en el CAS, durante la adquisicion, inmediatamente después de la
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administracion de LiCl (0.1M) recibieron una microinfusion del vehiculo DMSO-Salina,

(1ul; 1 pl/min). Tres dias después se evalud su efecto en la prueba de aversion.

Por otro lado, con el fin de explorar si la inhibicion de la sintesis de ARNm es requerida
en una ventana temporal mas amplia tras la adquisicion del CAS, y considerando que
estudios previos de nuestro laboratorio demuestran que 7 horas después de la
adquisicion de esta tarea se requiere de sintesis proteica (Martinez Moreno et al.,

2011), se evaluaron los siguientes grupos:

- Grupo DRB ventana temporal 7 hrs (DRB7h, n=7): Los sujetos fueron sometidos a
la cirugia de canulacién como se describié previamente y tras 7 dias de recuperacion se
entrenaron en el CAS, durante la sesidbn de adquisiciébn, 7 horas después de la
administracion de LiCl (Martinez Moreno et al., 2011) recibieron una microinfusién de
DRB disuelto en PBS-DMSO al 8% como vehiculo (40 ng/ 1 pul; 1 pl/min; Sigma-Aldrich;
Martinez- Moreno, 2013; Torres-Garcia, 2012; Hagena y Manahan-Vaughan, 2013) en
la Cl con el fin de inhibir la sintesis de ARNm. Tres dias después se evaluo su efecto en

la prueba de aversion.

- Grupo Vehiculo-DRB Ventana temporal 7 hrs (VEH7h, n=8): De manera similar al
grupo anterior los sujetos fueron sometidos a la cirugia de canulacion y al
entrenamiento en el CAS, durante la sesion de adquisicion, 7 horas después de la
administracion de LiCl recibieron una microinfusion de PBS-DMSO como vehiculo (1ul;

1 pl/min) en la CI. Tres dias después se evalud su efecto en la prueba de aversion.
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De la misma manera se exploré si la inhibicion de deacetilasas de histonas de la clase |
es requerida en una ventana temporal mas amplia tras la adquisicion de un CAS débil,

con este fin se evaluaron los siguientes grupos:

- Grupo MS-275 CAS DEBIL 7 h (CASd-MS7h, n=7): Los sujetos fueron sometidos a
la cirugia de canulacion y al entrenamiento en el CAS, durante la sesién de adquisicion,
7 horas después de la administracion de LiCl (0.1 M, Martinez Moreno et al., 2016),
recibieron una microinfusion de MS-275 disuelto en DMSO-Salina como vehiculo (750
ng/ 1 ul; 1 ul/min; Bahari-Javan et al.,, 2012) en la CI con la finalidad de inhibir las
histonas deacetilasas de la clase I. Tres dias después se evalud su efecto en la prueba

de aversion.

- Grupo Vehiculo/ MS-275 CAS DEBIL 7 h (CASd-VEH7h, n=7): De manera similar al
grupo anterior los sujetos fueron sometidos a la cirugia de canulacion y al
entrenamiento en el CAS, durante la sesion de adquisicién, 7 horas después de la
administracion de LiCl (0.1M) recibieron una microinfusion del vehiculo DMSO-Salina,

(1ul; 1 pl/min). Tres dias después se evalud su efecto en la prueba de aversion.
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Figura 6. Esquema general representativo del procedimiento experimental
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VII. RESULTADOS

1) Histolégicos

Figura 7. Ubicaciéon de los inyectores en la corteza insular. Corte coronal
representativo procesado con tincion de Nissl donde se aprecia la posicion del inyector en
la corteza insular (CI).
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2) Conductuales

No se observaron diferencias significativas entre los diez grupos durante el consumo
basal de agua ni durante el consumo de la solucion de sacarina durante la sesién de
adquisicion del CAS. El promedio de consumo de agua, en mililitros, durante la linea
base (+ E. E. M.) fue de 16.5+£0.73, 17.8£1.81, 16.44+1.31, 15+0.91 para los grupos
VEHOh, DRBOh, VEH7h, DRB7h y 16.63+0.68, 15.57+1.49, 16.75+0.86, 15.5+1.12,
14.86+0.60, 17.76+0.42 para los grupos CASf-MS, CASf-VEH, CASd-VEHOh, CAS+d-
MSOh, CASd-VEH7h,CASd-MS7h.Por otro lado, los promedios de consumo de sacarina
(en ml) durante la sesion de adquisicion fueron los siguientes: 16.86 + 1.18, 18.14 +
1.05, 16.25 £ 0.67, 16.14 + 0.73 para los grupos VEHOh, DRBOh, VEH7h, DRB7h y
17.25 £ 0.79, 19 + 0.81, 18.25 £ 0.72, 17.5 + 1.08, 18.14 £ 0.59, 17.14 *+ 0.63 para los

grupos CASf-MS, CASf-VEH, CASd-VEHOh, CASd-MS0h, CASd-VEH7h, CASd-MS7h.

2.1 La consolidacion de la memoria del CAS requiere sintesis de nuevo ARNm

inmediatamente y 7 h después de la adquisicién de esta memoria

Los grupos gue recibieron una microinfusion intracortical de DRB muestran un deterioro
significativo de la consolidacién de la memoria del CAS. EI ANOVA de dos vias revel6
diferencias significativas para el consumo de sacarina durante la prueba de aversiéon en
los grupos tratados con DRB (F 325 = 22.46, p < 0.001). El andlisis post-hoc de Fisher

mostro diferencias significativas de los gruposDRBOh y DRB7hen comparacién con los
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grupos control (VEHOh y VEH7h) (p < 0.001) (Figura 8 y 9). Estos resultados revelan
que la consolidacion de la memoria del CAS requiere sintesis de nuevo ARNM

inmediatamente y 7 h después de la adquisicidon de esta memoria.

**

-

121

10+

1 VEHOh
El DRBOh

Consumo de sacarina en ml (

7 7
Adquisicion Prueba de aversién

Figura 8. La inhibicion de ARNm en la corteza insular inmediatamente después
de la adquisicion del CAS deteriora la consolidacion de esta memoria. Los
animales recibieron una microinfusion de PBS-DMSO al 8% como vehiculo (1 pl; 1
pl/min) y una microinfusién de DRB (40 ng/ 1 pl; 1 pl/min) 10 minutos después de la
adquisicion del CAS. **<0.001.
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Figura 9. La inhibiciéon de la sintesis de ARNm en la corteza insular 7 horas
post-adquisicion deteriora la consolidacion de la memoria de aversion al
sabor. Los animales recibieron una microinfusion de PBS-DMSO al 8% como
vehiculo (1 pl; 1 pl/min) y una microinfusién de DRB (40 ng/ 1 pl; 1 pl/min) 7 horas
después de la adquisicion. **<0.001.

2.2 La inhibicion de las histonas deacetilasas de la clase | fortalece la memoria de

un CAS débil transformandolo en uno fuerte

Por su parte la inhibicion de las histonas deacetilasas de la clase | fortalece la memoria

de un CAS débhil convirtiéndolo en uno fuerte. EI ANOVA de dos vias revel6 diferencias
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significativas para el consumo de sacarina durante la prueba de aversion cuando los
animales fueron entrenados en un CAS débil (F 329 = 10.87, p < 0.001). El andlisis post-
hoc de Fisher revel6 diferencias significativas entre el grupo CASd-VEHOh y CASd-
MSOh, asi como entre el grupo CASd-VEH7h y CASd-MS7h (p < 0.001) (Figuras 10 y
11), en tanto que los grupos CASd-MSOh y CASd-MS7h no muestran diferencias entre
si. Estos resultados revelan que la inhibicion de las histonas deacetilasas de la clase |

fortalece la memoria de un CAS débil convirtiéndolo en uno fuerte.

*%*
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0 T T
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Figura 10. La inhibicion de histonas deacetilasas de la clase | con MS-275 en la
corteza insular fortalece la memoria en un CAS débil. Los animales recibieron
una microinfusion de MS-275 (750 ng/ul, 1ul/min) en la corteza insular y DMSO-
salina, como vehiculo (1ul; 1 pl/min). *< 0.001.
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Figura 11. La inhibicion de las deacetilasas de histonas de la clase | con MS-
275 en la corteza insular 7 horas post-adquisicion fortalece la memoria en un
CAS débil. Los animales recibieron una microinfusion de MS-275 (750 ng/ul,
1ul/min) en la corteza insular y DMSO-salina, como vehiculo (1ul; 1 pl/min). *<

2.3 La inhibicion de las histonas deacetilasas de la clase | en la corteza insular no

fortalece la memoria en un CAS fuerte

ElI ANOVA de dos vias no revel6 diferencias significativas para el consumo de sacarina
durante la prueba de aversion cuando los animales fueron entrenados en un CAS fuerte

(F 1,13 = 2.29, p = 0.15) probablemente debido a un efecto de piso en la expresion de
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aversion ante un CAS fuerte. El analisis post-hoc de Fisher no mostré diferencias
significativas durante la prueba de aversion entre los grupos CASf-VEH y CASf-MS (p =

0.97) (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la inhibicion de deacetilasas de histonas con MS-275 en la
corteza insular. Los animales recibieron una microinfusién de MS-275 (750 ng/ul,
1ul/min) en la corteza insular y DMSO-Salina, como vehiculo (1ul; 1 pl/min).
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VII. DISCUSION

La memoria puede transitar hacia una fase de mayor estabilidad y permanencia a
través del proceso de consolidacion (Abraham y Robins, 2005; Dudai, 2012). Este
proceso requiere de la induccion de expresion génica y la sintesis de proteinas (Alberini
y Kandel, 2015; McGaugh, 2000). En este sentido, una amplia evidencia experimental
ha mostrado que la consolidacion de la memoria requiere de sintesis de proteinas en el
momento del entrenamiento o durante las primeras horas tras la adquisicion (Alberini y
Kandel, 2015; Bekinschtein et al., 2007; Martinez-Moreno et al., 2011; McGaugh, 2000).
Del mismo modo, algunos estudios también han mostrado que la consolidacion de la
memoria de largo plazo es sensible a la inhibicion de la sintesis de ARNm (Alberini y
Kandel, 2015; Duvarci, 2008; Da Silva, 2008). En este sentido, Igaz y colaboradores
mostraron previamente que se necesitan al menos dos oleadas de transcripcion en el
hipocampo para establecer una memoria de evitacion inhibitoria a largo plazo. La
primera alrededor del tiempo de entrenamiento y la segunda entre las 3 y las 6 horas
posteriores al mismo (lgaz et al., 2002). Los resultados del presente estudio revelan que
la consolidacién de la memoria del CAS requiere al menos dos oleadas de transcripcion

en la Cl, una inmediatamente después y otra 7 horas tras la adquisicion de esta tarea.

El efecto amnésico del DRB en las dos ventanas temporales observadas en el presente
estudio coincide con las encontradas en estudios previos de nuestro laboratorio
empleando anisomicina para evaluar el requerimiento de la sintesis de proteinas
(Moguel-Gonzélez et al., 2008; Martinez-Moreno et al., 2011), sugiriendo que durante la

formacion de la memoria del CAS, las dos ventanas dependientes de la sintesis de
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proteinas en la Cl dependen, al menos en parte, de nuevo ARNm sintetizado como
consecuencia de regulacion transcripcional. Estos resultados respaldan la nocion de
gue se requieren rondas recurrentes de eventos de consolidacion para la persistencia

de la memoria de largo plazo (Martinez-Moreno et al., 2011; Igaz et al., 2002).

Hallazgos previos indican que los tratamientos pueden ser considerados como una
nueva fuente de informacion que se asocia con la memoria activa y se convierte en
parte de ella. Cuanto mas corto es el intervalo entrenamiento-tratamiento amnésico,
mas se asocia la codificacion posterior con la adquisicion (Gisquet-Verrier y Riccio,
2018), en tanto que la mejora en la memoria, disminuye a medida que aumenta el
intervalo entrenamiento-tratamiento (Gold y Van Buskirk 1975; McGaugh 1966). Los
resultados del presente estudio no muestran diferencias significativas entre un intervalo
amplio y uno cercano al tratamiento, disminuyendo asi la probabilidad de que el efecto
observado se deba a la interferencia mencionada, no obstante, experimentos futuros

haran posible explorar sistematicamente esta posibilidad.

Hay evidencia creciente de que la regulacion de la transcripcidn génica a través de
mecanismos epigenéticos, como las modificaciones de histonas y la metilacion del ADN
juega un papel crucial en la consolidacién de la memoria de largo plazo y la plasticidad
sinaptica asociada a este proceso (Levenson y Sweatt, 2005; Barrett y Wood, 2008). En
este sentido, se sabe gque los cambios en la acetilacion de histonas son cruciales para
la consolidacion de la memoria del miedo y la plasticidad sinaptica en la amigdala
lateral (Monsey et al., 2011). Asi, la administracion de inhibidores de HDAC favorece la
acetilacion de histonas y en consecuencia mejora la expresion génica neuronal,

facilitando la plasticidad sinaptica y la formacion de la memoria de largo plazo de
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diversas tareas conductuales (Bredy y Barad, 2008). Como mencionamos en lineas
anteriores, las HDAC y los complejos correpresores asociados pueden funcionar en las
neuronas, en parte, como “frenos moleculares". Por lo tanto, la inhibicion de HDAC
elimina estos “frenos moleculares" permitiendo asi la consolidacion de la memoria de

largo plazo (McQuown y Wood, 2011).

En concordancia con lo anterior, el presente trabajo muestra que la facilitacion de la
expresion génica a través de la inhibicion de las HDAC de la clase | en la Cl fortalece la
memoria del CAS, permitiendo que un entrenamiento que normalmente produce una
forma débil de esta tarea genere una forma fuerte. Ademas, cuando los animales fueron
entrenados en un protocolo de CAS fuerte, la inhibicién de las HDAC de la clase | no
fortaleci6 ain mas la memoria del CAS, sugiriendo un probable efecto homeostatico
protector de la red neuronal, observado como un efecto de techo en el consumo de

sacarina durante la prueba de aversion.

En concordancia con nuestros hallazgos, evidencia previa muestra que la
administracion sistémica de NaB mejor6 el aprendizaje del CAS, haciéndolo mas
resistente a la extincion e incrementé significativamente los niveles de c-Fos y la fosfo-
acetilacion de la histona H3 en la amigdala central (Kwon y Houpt, 2010). Del mismo
modo la infusibn de NaB en la corteza insular retrasoé la extincion de la memoria del
CAS sugiriendo que la acetilacion de histonas juega un papel importante en la ClI
durante la formacion de la memoria del CAS (Nuiez-Jaramillo et al., 2014).

Por otra parte, se ha mostrado que la inhibicion de HDAC de la clase | con MS-275, un
potente inhibidor de la deacetilacién de histonas, facilita el desempefio en una tarea de

memoria de reconocimiento de objetos (Hawk et al., 2011). MS-275 inhibe de manera
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preferencial a HDAC1 y HDAC2 sobre HDAC3 (Hu et al., 2003), sugiriendo que las dos
primeras contribuyen de manera decisiva a la consolidacion de la memoria del CAS de
acuerdo a los hallazgos del presente trabajo. Entre los mecanismos involucrados en
tales acciones se ha postulado la participacion de la cascada ERK / MAPK asi como de

la actividad de la lisina acetiltransferasa en la corteza insular (Swank y Sweatt, 2001).

Se ha mostrado que la sobreexpresion de HDAC2 regula de manera negativa la
plasticidad sinaptica, asi como el aprendizaje y la memoria a través de la represion
transcripcional de genes regulados por la actividad neuronal, como bdnf, arc, c-fos,
creb, CaMKIl y pkmz (Guan et al., 2009). Asimismo, se ha observado que la regulacion
epigenética de la desmetilacion del ADN vy la acetilacion de histonas de los genes de
reelina y bdnf, podrian subyacer a los mecanismos de la plasticidad sinaptica y la
retencion de la memoria en la corteza prefrontal (Sui et al., 2012). Por su parte, en un
estudio previo, Morris y colaboradores, mostraron que la eliminacion selectiva de
HDAC2 condujo a una aceleracion robusta de la extincion en las tareas de miedo
condicionado y condicionamiento de aversion al sabor (Morris et al., 2013). En este
contexto, en un estudio previo llevado a cabo por Koppel y Timmusk se encontré que la
inhibicion de HDAC de la clase | promueve una regulacion al alza de los niveles de
ARNmM de BDNF (Koppel y Timmusk, 2013). BDNF es considerado un producto esencial
de la sintesis de proteinas que es capaz de regular procesos celulares que subyacen a
la cognicion y otros comportamientos complejos (Bekinschtein et al., 2007). Ademas,
esta neurotrofina es considerada un factor clave con impacto multipotente en la
sefalizacion cerebral y la plasticidad sinaptica, esencial para el almacenamiento de la

memoria de largo plazo (Kowianski et al., 2017). En este sentido, estudios previos de
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nuestro grupo de investigacion han demostrado que la infusion de BDNF en la Cl es
capaz de convertir un CAS débil en uno fuerte (Martinez-Moreno et al., 2016). Por lo
tanto, los resultados del presente estudio sugieren que el fortalecimiento de una
memoria de aversion al sabor originada por la inhibicion de HDAC de la clase | en la ClI

podria involucrar la regulacién positiva de la expresion de BDNF.

En suma, los hallazgos del presente estudio muestran que el almacenamiento de largo
plazo de una memoria de aversion al sabor requiere al menos de dos oleadas de
sintesis de ARNm y acetilacion de histonas en la Cl, sugiriendo que la modulacion
transcripcional y epigenética contribuyen a las funciones relacionadas con la
consolidacion de la memoria efectuadas por un area neocortical, incluso varias horas

después de la adquisicion de la memoria.
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacion demuestran que:

La consolidacion de la memoria de aversion al sabor requiere de sintesis de
ARNmM inmediatamente después, asi como en una ventana temporal de 7 horas,
tras la adquisicion del CAS.

La inhibiciébn de las histonas deacetilasas de la clase | en la corteza insular
facilita la consolidacion de la memoria permitiendo que un CAS débil se convierta
en uno fuerte.

La consolidacion de la memoria de un CAS fuerte no es mejorada tras la
inhibicién de las histonas deacetilasas de la clase | en la corteza insular debido a

un efecto de piso en la expresion de aversion.
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ANEXO

El anexo corresponde al articulo que conjunta los hallazgos del presente proyecto de
investigacion, el cual ha sido publicado en la revista Behavioural Brain Research.
Rodriguez-Blanco, L. A., Rivera-Olvera, A., & Escobar, M. L. (2019). Consolidation of an
aversive taste memory requires two rounds of transcriptional and epigenetic regulation

in the insular cortex. Behavioural brain research.
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