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RESUMEN

La adicién de lipidos es una modificacion postraduccional ampliamente reconocida que
desempefia un papel fundamental en la fisiologia del sistema nervioso central. Uno de los
mecanismos clave de esta adicion lipidica es la palmitoilacion de proteinas, que involucra la
unién de un &cido graso de 16 carbonos, conocido como palmitato, a residuos de cisteina en
las proteinas. Este proceso es mediado por enzimas llamadas palmitoil aciltransferasas
(PATSs) y desempefia un papel crucial en la regulacion del tréfico de proteinas y su estabilidad
en las membranas celulares. Investigaciones recientes han destacado la palmitoilacion de
proteinas como un regulador esencial de las funciones y la ubicacion celular de las proteinas,
con un impacto que se extiende desde minutos hasta horas en términos de temporalidad. El
sistema nervioso central tiene un nimero significativo de proteinas sujetas a regulaciéon
mediante palmitoilacién. En este contexto, las interacciones entre proteinas y lipidos, asi
como entre proteinas mismas, conforman un mecanismo altamente regulado, dindmico y
complejo gue desempefia un papel critico en la modulacién de las modificaciones neuronales
necesarias para los procesos cognitivos, incluyendo el aprendizaje y la memoria. La
palmitoilacién de proteinas ha sido identificada como un factor determinante en la eficiencia
y fuerza de las conexiones sinapticas, lo que resulta esencial para la formacién de memorias
estables y duraderas. A pesar de que se han realizado aproximaciones al estudio de la
palmitoilacion de proteinas en relacion con la plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la
memoria, las metodologias empleadas conllevan limitaciones en cuanto a la resolucion
espacial y temporal, lo que impide una comprension completa de su contribuciéon en las
diversas etapas de la formacion de la memoria. Por lo tanto, este estudio se propuso
investigar el papel de la palmitoilacion de proteinas en los mecanismos celulares asociados
con la memoria espacial. Para ello, se utilizaron enfoques farmacologicos, electrofisiolégicos
y bioquimicos, aprovechando modelos de memoria espacial en ratas. Los resultados sugieren
que la administracion del inhibidor 2-bromopalmitato en el hipocampo dorsal interfiere con el
proceso de aprendizaje de la memoria espacial. Sin embargo, se demostrd que esta inhibicion
no afecta la expresién de la memoria espacial durante la fase de evocacién. Ademas, se
observd que la inhibicion de las enzimas PATs en el hipocampo dorsal antes de la
estimulacion eléctrica de alta frecuencia impide la induccion de la potenciacion a largo plazo
(LTP). También se encontré que la inhibicion de las enzimas PATs en el hipocampo dorsal
después de la adquisicion de la memoria espacial reduce la expresion de dos proteinas
cruciales para la plasticidad neuronal: el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y la
sinapsina (Syn). En conjunto, estos hallazgos respaldan la hipétesis de que la actividad de
las enzimas PATs es esencial para la modulacion de la plasticidad neuronal en el hipocampo,

un proceso clave en la adquisicion y consolidacion de la memoria espacial.



1. INTRODUCCION

1.1 Modificaciones postraduccionales de las proteinas en el aprendizaje y la memoria

Las modificaciones postraduccionales de las proteinas (MPP) se refieren a los cambios que
ocurren en las proteinas una vez que el proceso de traduccion ha finalizado (Ramazi & Zabhiri,
2021). Estas modificaciones pueden ocurrir mediante la adicién o eliminaciéon de moléculas
de naturaleza quimica diferente a la de los residuos de aminoé&cidos en las proteinas (Xiong
et al.,, 2016; Xu & Chou, 2016). En general, las MPP alteran la estructura, estabilidad,
localizacion, interaccion y funcién de las proteinas, y en esta medida, las investigaciones han
puesto en evidencia el papel crucial de las MPP en la fisiologia del sistema nervioso central,
a través de la modulacion de la plasticidad sinaptica, transduccién de sefiales, interacciones
proteina-proteina y la formacion de la memoria, entre otros procesos (Sambataro & Pennuto,
2017; Smith & Carregari, 2022). Las MPP se clasifican a partir de la naturaleza quimica de
los grupos funcionales afiadidos o eliminados. A continuacion, se describirdn algunas de las
MPP mas importantes en el contexto de la plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria,
y en particular la acilacién de proteinas, dentro de las cuales se encuentra la palmitoilacion
de proteinas, la cual, aunque se ha descrito en multiples procesos celulares fisiolégicos y
patolégicos, aun no estd completamente descrita su participacion en los procesos de

formacion y mantenimiento de la memoria.

e Fosforilacion de proteinas

La fosforilacion es una de las MPP mas estudiadas y desempefia un papel fundamental en
los procesos de aprendizaje y memoria (Sweatt, 2001). Las proteinas cinasas, como la
proteina cinasa Il dependiente de calcio/calmodulina (CaMKIl) la proteina cinasa A (PKA) y
la proteina cinasa C (PKC) regulan dinamicamente el estado de fosforilacion de las proteinas
implicadas en la plasticidad sinaptica (Mizuno et al., 2002; Rosenegger et al., 2008; Craddock
et al., 2012). En particular, los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) y los receptores de
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA), ambos cruciales para la
transmision sinaptica, sufren fosforilaciones en respuesta a la actividad neuronal (Corti &
Duarte, 2023). Este proceso influye en el trafico de receptores, la comunicacion sinaptica y la
potenciacion a largo plazo (LTP), mecanismos celulares que se consideran la base celular

del aprendizaje y la memoria (Bye & McDonald, 2019).



e Acetilacion de proteinas

La acetilacion es la adicion mediante una reaccion quimica de un grupo funcional acetilo en
un compuesto organico. A nivel bioldgico, la acetilacion de proteinas es una MPP que permite
la regulacion funcional de las proteinas acetiladas. Las aproximaciones proteémicas han
permitido la identificacion de miles de proteinas acetiladas, incluyendo enzimas (Li et al.,
2019), proteinas asociadas a la cromatina (Singh et al., 2010), p53 (Tang et al., 2008),
tubulina (Nekooki-Machida & Hagiwara, 2020) e histonas (Shvedunova & Akhtar, 2022). En
particular, la acetilacién de histonas, una MPP asociada a mecanismos epigenéticos, es
crucial para regular la expresion génica y la formacion de memoria (Ramirez-Mejia et al.,
2021). La acetilacién de histonas es mediada por las histonas acetiltransferasas (HAT), que
agregan grupos acetilo a las proteinas histonas, lo que da lugar a una estructura de cromatina
abierta que promueve la transcripcion (Marmorstein & Zhou, 2014). Por el contrario, las
enzimas histonas desacetilasas (HDAC) eliminan los grupos acetilo, lo que provoca la
compactacion de la cromatina y la represion transcripcional (Slaughter et al., 2021). Algunos
estudios han demostrado que los inhibidores de HDAC pueden mejorar la consolidacion de
la memoria y mejorar la funcion cognitiva (Peleg et al., 2010; Bahari-Javan et al., 2012).
Ademads, la acetilacion de proteinas diferentes a histonas, como factores de transcripcion y
proteinas sinapticas, también contribuye a los procesos de memoria (Guan et al., 2009;
Stefanko et al., 2009).

e Ubiquitinacion de proteinas

La ubiquitinacion es un MPP que marca quimicamente a las proteinas para su degradacion a
través del sistema ubiquitina-proteasoma (Tai & Schuman, 2008). En el contexto de la
plasticidad sinaptica, la ubiquitinaciéon juega un papel en la regulaciéon del recambio de
proteinas involucradas en la transmision y plasticidad sinaptica (Schwartz, 2003; Luza et al.,
2020). Por ejemplo, la proteina asociada al citoesqueleto regulada por actividad (Arc/Arg3.1),
un regulador clave de la plasticidad sinaptica, sufre ubiquitinacion y degradacion via sistema
ubiquitin-proteosoma después de la activacion singptica (Mabb & Ehlers, 2018). Este proceso
ayuda a mantener la homeostasis sinptica y facilita la formacién de memoria al controlar los

niveles de proteinas especificas en las sinapsis (Hegde, 2016).
e Glicosilacién de proteinas

La glicosilacion, definida por la adicion de residuos de azlcar a las proteinas, modula la

funcion de las proteinas e influye en la adhesion celular (Reily et al., 2019). Las moléculas de



adhesion celular (CAM), cruciales para la formacion y estabilizacién de sinapsis, se someten
a glicosilacion, lo que afecta sus propiedades adhesivas y conectividad sinaptica (Bradberry
et al., 2023). Los cambios en los patrones de glicosilacién se han asociado con plasticidad
sindptica alterada y problemas de aprendizaje en modelos animales (Inaba et al., 2016).

e Acilacién de proteinas

Finalmente, las modificaciones por lipidos son un conjunto de procesos post-traduccionales
gue involucran la adicién o eliminacion de un lipido o una molécula similar a un lipido en las
proteinas (Atukorala & Mathivanan, 2021). La adicion de lipidos aumenta la hidrofobicidad de
la proteina modificada, permitiéndole integrarse a la bicapa lipidica de la célula, un proceso
fundamental para el trafico de proteinas y la estabilidad en las membranas (Chamberlain &
Shipston, 2015; Carnino et al., 2020). Existen varios tipos de modificaciones de proteinas por
lipidos, segun la longitud de la cadena de carbono en la molécula lipidica y el tipo de
aminodcido en la estructura de la proteina a la cual se une la molécula lipidica (Resh, 2013;
Jiang et al., 2018). La S-acilacién es un tipo de proceso post-traduccional en el que se une
un acido graso (con una longitud de cadena de carbono que varia entre 14 y 20) al residuo
de cisteina en la proteina mediante un enlace tioéster. Durante este proceso, se pueden
incorporar acidos grasos de diferentes longitudes de cadena, como miristato (14:0), palmitato
(16:0), estearato (18:0) y oleato (18:1) (Resh, 1999; El-Husseini et al., 2002; Buszka et al.,
2023). Este tipo de modificaciones por acilacion es el mas comun en las células, puesto que
al medirse las cantidades de acidos grasos en el sistema nervioso central, se ha reportado
qgue el &cido palmitico, estearico y miristico pueden constituir el 86% de todos los acidos
grasos presentes (Narayana et al., 2015). De manera similar, se ha reportado que en células
no neuronales, el palmitato representa aproximadamente el 75% de los acidos grasos unidos
a proteinas (de los cuales aproximadamente el 50% se identifican como una forma unida por
éster), mientras que el miristato y el estearato contribuyen al 25% restante (Towler y Glaser,
1986). Otros estudios realizados en plaquetas y en la linea celular COS-1 también indican
gue el palmitato es el 4cido graso predominante unido a los péptidos (Muszbek et al., 1999;
Liang et al., 2002). Al ser el palmitato el grupo lipidico mds cominmente agregado a las
cisteinas en el proceso de acilacion, esta modificacion también se conoce cominmente como

S-palmitoilacion o simplemente palmitoilacion (Buszka et al., 2023) (ver figura 1).
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Figura 1. Tipos de acilaciones de proteinas celulares. (a) La acilacién en el azufre ocurre en los
residuos de cisteina, e incluye la palmitoilacion. (b) La acilacién N-terminal ocurre en las glicinas amino-
terminales (N-miristoilacion) y las cisteinas amino-terminales que experimentan una migracion de acilo
S-N (N-palmitoilacién). (c) La acilacion de lisina ocurre en los grupos N-epsilon-NH2 de las cadenas
laterales de lisina, e incluye &-N-lys-miristoilacion y e-N-lys-oleoilacion. (d) La O-acilacién ocurre en los
residuos de Ser o Thr, e incluye la O-octanoilacion, la O-palmitoilacién y la O-miristoilaciéon. Los colores
indican los residuos de aminoacidos clave necesarios para la acilacién de grasas y también resaltan el
enlace alqueno en los acidos grasos insaturados (Adaptado y modificado de Hannoush, 2015).
Adaptado con permiso del autor.

1.2 Palmitoilacién de proteinas

A diferencia de la miristoilacion y la prenilacion, que son modificaciones estables y
permanentes, la palmitoilacién de proteinas es reversible debido a la labilidad de su enlace
tioéster (Mumby, 1997; Hannoush, 2015). Esta modificacion lipidica regula diversas funciones
de las proteinas al modular su hidrofobicidad, lo que facilita sus interacciones con la bicapa
lipidica hidr6foba de la membrana plasmatica y las membranas intracelulares de los

organelos, ademas de regular el trafico vesicular de proteinas (Montersino & Thomas, 2015).

La palmitoilacién de proteinas es de gran importancia bioldgica, ya que regula la localizacion,
el recambio y el trafico de proteinas (Shahid et al., 2020). Las alteraciones de la palmitoilacion
de proteinas estan asociadas con enfermedades como cancer, enfermedades
cardiovasculares y trastornos neuroldgicos (Linder et al., 2007; Coleman et al., 2016; Noland
et al., 2016). En este sentido, a palmitoilacion de proteinas esta regulada y mediada por un
conjunto de enzimas pertenecientes a la familia de enzimas llamadas palmitoil acil
transferasas (PATSs), de las cuales se conocen 23 integrantes, que comparten un dominio

zDHHC altamente conservado, ubicado entre los dominios transmembranales 2 y 3 (Mitchell
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et al., 2006). Estas enzimas catalizan la adicidn reversible del palmitato a proteinas, lo que
modula la interaccion con membranas celulares, el trafico intracelular y las interacciones entre

proteinas (Conibear & Davis, 2010) (ver Figura 2).

El proceso de palmitoilacion estd altamente regulado, y cada enzima PAT es altamente
especifica por sus sustratos proteicos. Ademas de la especificidad de sustrato, se ha
reportado que las PATs se regulan a través de mecanismos adicionales, como la regulacién
alostérica, la fosforilacién y las interacciones proteina-proteina, lo que agrega complejidad a

su funcion celular (Woodley & Collins, 2021).

1.3 Inhibicién de las palmitoil acil transferasas

Actualmente, se han identificado muy pocos inhibidores farmacolégicos de la palmitoilacion
de proteinas (Lan et al., 2021), y estos se pueden clasificar en dos grandes grupos:
inhibidores lipidicos y no lipidicos El desarrollo de inhibidores de la palmitoilacion de proteinas
responde a diversas necesidades, tanto en el &mbito experimental como en el terapéutico.
En un contexto experimental, estos inhibidores han desempefiado un papel fundamental al
permitir la identificacion de procesos celulares que dependen de la palmitoilacion de
proteinas. Sin embargo, su relevancia no se limita solo a la investigacion cientifica, ya que
también tienen un impacto significativo en el tratamiento de enfermedades, como las
enfermedades autoinmunes y el cancer. Esto se debe a que los inhibidores de la
palmitoilacion de proteinas desempefian un papel crucial en la modulacién de la adecuada
localizaciéon y actividad de proteinas que estan directamente implicadas en estas
enfermedades. Por ejemplo, proteinas como la LcK y H-Ras desempefian roles
fundamentales en la activacion de células T y la desdiferenciacion celular, respectivamente.
Al intervenir en la palmitoilacion de estas proteinas, los inhibidores pueden contribuir de
manera significativa a la regulacion de estos procesos bioldgicos y, por lo tanto, ofrecer

nuevas oportunidades terapéuticas.

Los inhibidores lipidicos incluyen compuestos como el 2-bromopalmitato, la tunicamicina y
analogos de cerulenina, los cuales tienen diversas dianas de inhibicion, como las enzimas
PATs (2-bromopalmitato, tunicamicina y cerulenina), enzimas que participan en el
metabolismo de lipidos (2-bromopalmitato y cerulenina), y las enzimas que participan en la
N-glicosilacion de proteinas (tunicamicina) (Draper & Smith, 2009). Por otro lado, los
inhibidores no lipidicos se dividen en compuestos tipo | y Il (ver Figura 2), y han sido mas

estudiados en tratamientos contra el cancer (Ducker et al., 2006).

11



A)

OH

Acido 2-bromopalmitico Br o
HN)H
HO OJ\
9  Ho o N
/”\Y/\Y<“\/A\//\v/\\/ﬁk/J\N 0
Tunicamicina H
OR HO OH

OY%M/V/\
NH> (o]
Cerulenina
B) . .
Tipo | Tipo 1l
(péptido farmesilo) (péptido miristoilo)

Cl o
speUoRess
K/N L N N < T
NO, \// HO Q NO,
NO,
Cl
s ]
N/)~N\/\ = N
NK/\ AN N\)
Figura 2. Inhibidores de las enzimas palmitoil acil transferasas. En la parte A, se presenta la estructura

guimica de los inhibidores lipidicos, mientras que en la parte B se muestran los inhibidores no lipidicos
(Adaptado y modificado de Draper & Smith, 2009). Adaptado con permiso del autor.

El mecanismo molecular exacto por el cual la tunicamicina y la cerulenina ejercen su efecto
inhibitorio sobre la palmitoilacion de proteinas aln es desconocido. Sin embargo, se ha
sugerido que podrian competir con el sustrato palmitoil-CoA por su union a las PATs (Draper
& Smith, 2009; Lan et al., 2021). Por otro lado, el 2-bromopalmitato ha sido identificado como
un inhibidor de la palmitoilacién de proteinas de amplio espectro. Es el Unico inhibidor de tipo
lipidico validado en estudios in vitro y en modelos in vivo, con una clara evidencia de su

actividad inhibidora sobre las enzimas PATs (ver figura 3) (Lang et al., 2021).
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Figura 3. En las células, el 2-bromopalmitato se convierte en 2-bromopalmitoil-CoA, aunque con menor
eficiencia que el palmitato libre. Una vez que se ha conjugado con la coenzima A (CoA), su capacidad
de inhibicibn aumenta draméticamente. Tanto el 2-bromopalmitato como el 2-bromopalmitoil-CoA
muestran afinidad por el dominio DHHC de las palmitoil acil transferasas (PATS), enzimas que catalizan
la s-palmitoilacién (Adaptado y modificado de Davda et al., 2013). Adaptado con permiso del autor.

El inhibidor 2-bromopalmitato, también conocido como 2-bromohexadecanoico, ha sido objeto
de estudio como inhibidor no selectivo de enzimas que participan en el metabolismo de lipidos
durante aproximadamente 50 afios. A pesar de su capacidad para inhibir enzimas
involucradas en el metabolismo de lipidos y proteinas de la membrana mitocondrial (Jennings
et al., 2009), se ha reportado que actia como un inhibidor general e inespecifico de las
enzimas PATs. Este inhibidor ha sido usado para el estudio de metabolismo de lipidos,
incluyendo la adipogénesis mediada por palmitato (Schmid et al.,2005) y la oxidacién de
acidos grasos en la mitocondria (Chase & Tubbs, 1972). Ademas, se ha usado para investigar
la participacién de la palmitoilacion de proteinas en vias de sefalizacion celular en sistema
inmunolégico, metabolismo de azlcares, asi como en modelos patolégicos, incluyendo
infecciones virales, enfermedades autoinmunes y cancer (Coleman et al., 1992; Webb et al.,
2000; Bekhouche et al., 2020; Chong et al., 2020; Hu et al., 2023; Zhou et al., 2023). El estudio
de la La especificidad de esta inhibicion depende de la concentracion del 2-bromopalmitato,
siendo aproximadamente 10 veces mas afin a las enzimas PATSs (ICs,=10-15 uM, en estudios
in vitro) que a las enzimas del metabolismo lipidico (ICso alrededor de 100 uM, en estudios in
vitro) (Zheng et al., 2013).

En el interior de las células, el 2-bromopalmitato entra en la via metabdlica y se convierte en
2-bromopalmitoil-CoA, aumentando asi su afinidad por el dominio DHHC de las enzimas
PATSs (ver Figura 3). Gracias a la unién covalente con el dominio DHHC a través de un enlace
tioéster, el 2-bromopalmitato se comporta como un inhibidor competitivo irreversible,

blogueando la actividad acil-transferasa y evitando la incorporacion de nuevo palmitato en el

13



sitio activo de la enzima (Fukata & Fukata, 2010; Davda et al., 2013) (ver Figura 4). Por lo
tanto, el 2-bromopalmitato ha sido utilizado como un inhibidor irreversible de la actividad de
las enzimas PATS, cuya especificidad depende de la concentracion del inhibidor. Esto abre
una ventana de oportunidad para estudiar el efecto de la inhibicion de la palmitoilacion de

proteinas en las diferentes fases de la formacién y el mantenimiento de la memoria espacial.
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Figura 4. Mecanismo celular del ciclo de palmitoilacién y despalmitoilacién de proteinas. Las palmitoil
acil transferasas (PAT) catalizan la adicién de grupos palmitoil a proteinas, promoviendo su insercion
en la membrana celular mediante el trafico vesicular o el movimiento libre desde el citoplasma o el
reticulo endoplasmico hacia la membrana. Por otro lado, las palmitoil tioesterasas (PPT) catalizan la
eliminacién del grupo palmitoil, promoviendo la endocitosis o internalizacion de proteinas mediante
vesiculas intracelulares (Adaptado y modificado de Fukata y Fukata, 2010). Adaptado con permiso del
autor.

1.4 Palmitoilacion de proteinas en el sistema nervioso central

A nivel del sistema nervioso central, las interacciones postraduccionales son fundamentales
para generar las modificaciones neuronales necesarias para la localizacién precisa y regulada
de proteinas dentro de los compartimentos de la membrana axonal y dendritica, el crecimiento
axonal, la transmision sinaptica, la excitabilidad y sincronizacién neuronal (Philippe & Jenkins,
2019).

Mas de la mitad de las enzimas PATs han sido encontradas en el cerebro y su distribucion es
heterogénea (Lein et al., 2007). Entre estas, las enzimas zDHHC 5, 9y 17 se expresan en la
mayor parte de las estructuras cerebrales. Sin embargo, otras enzimas PATS muestran

patrones de expresion mas especificos en determinadas estructuras cerebrales; por ejemplo,
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las enzimas zDHHC 2 y 7 son ampliamente expresadas en las neuronas piramidales de la
region CA1l del hipocampo, mientras que las enzimas zDHHC 6 y 7 estan fuertemente

expresadas en las células purkinje del cerebelo (Zhang et al., 2014).

Ademds, un alto porcentaje de las proteinas presinapticas y postsinapticas han sido
identificadas como sustratos de las enzimas PATs (Sanders et al., 2015). Muchas de estas
proteinas presentan una alta tasa de recambio en su dindmica de
palmitoilacion/despalmitoilacion (Globa & Bamiji, 2017). Se han identificado enzimas PATs
gue se expresan exclusivamente en el axéon, como la enzima zDHHC 17, otras solo en las
dendritas, como las enzimas zDHHC 1, 2, 5, 8 y 12; mientras que algunas se encuentran en
la membrana celular o en compartimentos postsinapticos. Interesantemente, la distribucion
de las enzimas PATs también es alterada por la actividad neuronal, como se observa con las
enzimas zDHHC 2, 5y 8, los cuales se redistribuyen en los compartimientos postsinapticos
en respuesta a la actividad neuronal (Brigidi et al., 2015; Woolfrey et al., 2015; Thomas et al.,
2012; Fukata et al., 2013).

Esta redistribucion dependiente de la actividad también esta relacionada con la regulacion de
la actividad de las enzimas PATs. Aungue los mecanismos de regulacion de la actividad de
estas enzimas aln no se conocen en su totalidad, se ha sugerido que el trafico de enzimas
PATSs inducido por la actividad neuronal y la alteracidn de la estructura terciarial para acercar
el sitio activo al sustrato proteico son mecanismos que permiten regular la palmitoilacion de
proteinas dependiente de la actividad. Estos mecanismos reguladores de la actividad de las
enzimas PATs permiten, de forma concertada con la actividad de las enzimas palmitoil acyl
tioesterasas, modular los ciclos de palmitoilacién/despalmitoilacion de proteinas y regular
diversas vias de sefializacion celular. Por ejemplo, la enzima zDHHC 5, que esta regulada
por la actividad sinaptica, se localiza en la membrana plasmatica en condiciones basales,
donde interactia con PSD-95 y la cinasa Fyn, formando un complejo proteico. Sin embargo,
el incremento de la actividad neuronal desestabiliza el complejo zDHHC5/PSD-95/cinasa Fyn,
lo que provoca la translocacién de la enzima zDHHC 5 hacia el reticulo endoplasmico, donde
interactla con otras proteinas como la fosfatasa enriquecida en el estriado (STEP), que regula
la cinasa Fyn. Este cambio de localizacién dependiente de la actividad sinaptica favorece la
interaccion de las enzimas PATs con diferentes dianas proteicas segun los requerimientos
celulares (Yokoi et al., 2016; Noritake et al., 2009).

Aungue numerosas evidencias sugieren un papel funcional de la palmitoilacion de proteinas
en los procesos de transmision y plasticidad neuronal a nivel del sistema nervioso central (El-
Husseini & Bredt, 2002; El-Husseini et al., 2002; Fukata & Fukata, 2010), existen pocas
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evidencias que sugieren un papel de la palmitoilacion de proteinas en los procesos de

aprendizaje y memoria (Li et al., 2010; Milnerwood et al., 2013, Brigidi et al., 2014).

1.5 Plasticidad sinéptica en el hipocampo

Las evidencias experimentales han sugerido que el hipocampo es esencial en la codificacion
y almacenamiento de informacién espacial (Morris et al., 1982; Lavenex & Amaral, 2000;
Pothuizen et al., 2004). Se ha observado que algunas neuronas hipocampales se activan
selectivamente dependiendo del contexto en el que se encuentra el sujeto (Hasselmo &
Eichenbaum, 2005). Es decir, la actividad de estas neuronas cambia dependiendo del entorno
0 experiencia en la que el individuo esta expuesto, lo que sugiere que el hipocampo participa
en el procesamiento de la informacion contextual y en la formacién de representaciones

cognitivas del espacio y del entorno en el que se mueve el organismo.

La formacion hipocampal es una estructura cerebral ubicada en el I6bulo temporal, y se
caracteriza por su organizacion y conectividad celular distintiva, formando un complejo de
estructuras interconectadas llamado sistema cortico-hipocampal (Jeffery & Hayman R.,
2004). Este sistema cortico-hipocampal esta formado por cortezas cerebrales, tales como la
corteza temporal, corteza frontal, corteza cingulada anterior, corteza prelimbica e infralimbica,
entre otras. En conjunto, estas regiones corticales estan altamente interconectadas vy
procesan e integran informacion de mudltiples regiones cerebrales (Goto, 2022). Estas
estructuras corticales estan conectadas con la regién parahipocampal (corteza postrhinal y
perirhinal), las cuales permiten la entrada de informacién relacionada con la posicién relativa
de un objeto en el espacio (Shastri, 2002; Cooper & Ritchey, 2019). Ambas cortezas de la
regién parahipocampal se conectan mutuamente con las regiones Cornu ammonis (CA)1,
CA3, el giro dentado y el subiculum (formando el circuito trisinaptico), de forma bidireccional,
a través de la corteza entorhinal. Por lo tanto, las fibras glutamatérgicas de la corteza
entorhinal constituye la principal via de entrada de informacion hacia las estructuras
hipocampales, a través de la via perforante, y formando sinapsis con las neuronas granulares
del giro dentado, CA1y CA3. A su vez, las células granulares del giro dentado hacen sinapsis
con las neuronas piramidales del area CA3, a través de las fibras musgosas (O'Keefe &
Dostrovsky, 1971; Vazdarjanova & Guzowski, 2004; Pfeiffer & Foster, 2013; Guan et al., 2021)

(ver figura 5).
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La bidireccionalidad de los circuitos parahipocampales con las estructuras hipocampales
permite el flujo de informacion hacia y desde el hipocampo, logrando el retorno de la
informacion procesada en el hipocampo hacia las estructuras corticales primarias, y a
estructuras subcorticales, que conectan con el hipocampo a través de las fibras nerviosas en
el fornix (Neves et al., 2008). Dentro de este circuito, la informacion se procesa
preferencialmente de manera unidireccional y se propone que la formacién hipocampal

funciona en conjunto para la ejecucién de procesos cognitivos y de memoria (Sweatt, 2001).

Polymodal sensory
information

Hippocampus Entorhinal cortex

— Perforant path to CAl

Medial

Lateral

commissural

fibres

Mossy fibres Perforant path
to dentate gy

Meodulatory input

Figura 5. Representacion del circuito trisinaptico del hipocampo. La corteza entorrinal (Entorhinal
Cortex) lateral y medial envia informacion sensorial polimodal desde las neuronas de la capa Il hacia
el giro dentado (Dentate gyrus) a través de los axones de la via perforante (Perforant path). El giro
dentado envia proyecciones a la regién CA3 mediante las fibras musgosas (mossy fibers). CA3, a su
vez, proyecta hacia la region CA1 a través de las colaterales de Schaffer (Schaffer collaterals). Ademés
del circuito trisinaptico secuencial, también existe una red asociativa densa que interconecta células
CA3 en el mismo lado. También, CA1 recibe informacion directa de las células de la capa Ill de la
corteza entorrinal (Tomado de Neves et al., 2008). Reproducido con permiso del autor.

Las primeras investigaciones que permitieron estudiar la participacién del hipocampo en la
memoria espacial, fue a través del estudio de casos clinicos, como Henry Molaison, cuyo
hipocampo y estructuras adyacentes al l6bulo temporal medial fueron removidas, lo cual
generd problemas para recordar la localizacién especifica de objetos cotidianos (Smith,
1986). Aunque recientemente se han generado controversias respecto a la precision de la
cirugia hipocampal y se ha hipotetizado que la amnesia retrograda de Henry Molaison era
una consecuencia de la combinacion de farmacos antiepilépticos y las continuas
convulsiones, indiscutiblemente ofrecié una nueva perspectiva sobre la funcion de las areas
cerebrales, en particular, el papel del hipocampo en los procesos de memoria. Tiempo

después, en 1971, O'Keefe & Dostrovsky descubrieron las células de lugar, demostrando que
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el espacio puede ser codificado mediante el patrén de disparo de las neuronas hipocampales.
Simultdneamente con estos estudios, Bliss & Lomo en 1973, descubrieron que la estimulacién
de alta frecuencia de los circuitos hipocampales mejoraba la eficacia de la transmision
sindptica, describiendo la potenciacion de largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés). Estos
experimentos de LTP en el hipocampo apoyaron la teoria de Donald Hebb sobre la
representacion neuronal de la memoria (Brown, 2020). La LTP es considerada uno de los
modelos clave para el estudio de la plasticidad sinaptica y se cree que estéa relacionada con
los procesos de almacenamiento de la memoria (Villarreal et al., 2002). La LTP puede
separarse en dos fases: induccién y mantenimiento. La induccion de la LTP produce cambios
morfologicos en las espinas dendriticas, lo que permite fortalecer las sinapsis existentes o
formar nuevas sinapsis, contribuyendo al fortalecimiento de la comunicacién neuronal
(Lamprecht & LeDoux, 2004). Este proceso de induccion se puede dividir en dos momentos
distintos en términos de la frecuencia e intensidad de la comunicacién neuronal (Hayashi,
2022). En el primer momento, los cambios son de corta duracién y estan asociados con la
facilitacion de la comunicacién neuronal sin alterar la cantidad de receptores o proteinas
asociadas a la estabilidad neuronal. Sin embargo, ocurren modificaciones que alteran la
funcién de estas proteinas, y esto ocurre de manera independiente de la sintesis de proteinas.
En el segundo momento, si la estimulacién que induce el cambio se mantiene durante mas
tiempo, se activan mecanismos neuronales que llevan a la expresion de genes asociados con
el mantenimiento o fortalecimiento de la sinapsis (Bradshaw et al., 2003; Baltaci et al., 2019).
Esto incluye el aumento en la cantidad de receptores y la expansion de la superficie de
contacto mediada por proteinas del citoesqueleto y de contacto célula-célula (Bozdagi et al.,
2000), lo cual depende de la sintesis de proteinas. Por lo tanto, el estudio de la plasticidad
sinaptica a través de la LTP ha permitido identificar y caracterizar los mecanismos celulares

gue subyacen al almacenamiento de la memoria (Abel & Lattal, 2001).

La plasticidad sindptica es un proceso neurofisiolégico fundamental que permite a las
neuronas modificar la fuerza de sus conexiones en respuesta a estimulos externos, lo que
juega un papel crucial en el desarrollo y reorganizacion neuronal (Turrigiano & Nelson, 2004;
Von Bernhardi et al., 2017). Los mecanismos moleculares de la plasticidad sinaptica en el
hipocampo involucran muchas proteinas reguladoras y estructurales (Shahoha et al., 2022).
El orden de las interacciones que involucran a estas proteinas y la contribucién que cada una
de ellas tiene en la plasticidad sindptica, aln se sigue estudiando. Sin embargo, se ha descrito
gue la activacién de las sinapsis a través de la LTP se produce mediante la liberacion de
glutamato, que activa los receptores ionotropicos AMPA (AMPAr). Esto produce la entrada
de iones de sodio (Na+) y calcio (Ca2+), lo que resulta en la despolarizacion de la neurona

postsinaptica. Posteriormente, esta despolarizacién local permite que los receptores NMDA
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(NMDAr) eliminen los iones de magnesio (Mg2+) que bloquean los canales, lo que permite
una gran entrada de iones de calcio (Ca2+) en la neurona postsingptica a través de los
canales NMDAr y otros canales de calcio dependientes del voltaje que se encuentran en la
misma neurona (Lisman & Zhabotinsky, 2001; Matsuzaki et al., 2004; Wu et al., 2017; Diaz-
Alonso & Nicoll, 2021). Varias proteinas, como las cinasas CaMKIl, PKC, PKA, ERK, entre
otras, pueden activarse y funcionar como reguladores positivos en las diferentes etapas de la
LTP (Xia & Storm, 2005; Penzes et al., 2008). Por ejemplo, el incremento en la concentracion
de cAMP activa a la via de sefalizacion MAPK/ERK permitiendo la translocacion al nucleo de
MAPK, mientras que cAMP activa a ERK en la region de CAl del hipocampo (Adams &
Sweatt, 2002). Se ha propuesto que la activacion de AMPc, asi como CREB, incrementa los
niveles de BDNF, permitiendo la induccién de la LTP en CAly en el giro dentado (Gooney &
Lynch, 2001; Leal et al., 2014). También se ha reportado que proteinas presinapticas como
sinapsina, sinaptofisina y sinaptotagmina son activadas por CaMKII lo que contribuye al
incremento en la liberacion de neurotransmisores en la sinapsis (Tao-Cheng et al., 2006;
Hung et al., 2014).

La plasticidad sinaptica se estudia a través de los modelos de plasticidad hebbiana, en forma
de potenciacion (LTP) y depresion (LTD) a largo plazo, sustrato de la mayoria de los modelos
de aprendizaje y memoria (Abbott and Nelson, 2000). Tanto en la LTP como en la LTD, se
observan dos procesos: la induccién y el mantenimiento de la potenciacion. La induccion es
un proceso mediante el cual la sefializacién celular se activa como consecuencia de la
estimulacion de alta o baja frecuencia. Esta sefializacién celular induce un cambio en la
sinapsis que puede detectarse como un aumento o disminucién en la transmision sinaptica.
Una vez que cambia la transmisién, el mantenimiento perpetia el estado a pesar de la
difusién y el recambio de las moléculas, asi como cualquier otro proceso que participa en las
reacciones bioquimicas inversas (Hayashi, 2022). En este sentido, las aproximaciones
electrofisioldgicas permiten estudiar la plasticidad sinaptica desde diferentes niveles. A nivel
de comunicacién basal, los registros del comportamiento eléctrico en un circuito neuronal
permiten establecer los mecanismos celulares independientes de actividad como
consecuencia de un estimulo, es decir, permite conocer la actividad y los mecanismos
celulares y moleculares sin aprendizaje (Patterson et al., 1996). Por otro lado, a nivel de la
LTP y LTD, la estimulacién de pulsos pareados se usa para caracterizar sistemas dinamicos,
puesto que permite estudiar las diferencias en las respuestas a dos estimulos idénticos
secuenciales en funcion del intervalo entre estimulos proporcionan informacion cuantitativa
del sistema dinamico (Bouteiller et al., 2010). En este sentido, la estimulacion de pulso
pareados permite determinar mecanismos presinapticos que contribuyen en los procesos de

plasticidad sinaptica (Fernandez-Fernandez et al., 2015).
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1.6 Etapas de la memoria espacial

El aprendizaje implica la adquisicibn de nueva informacion proveniente del ambiente,
mientras que la memoria es el almacenamiento de esta informacion, lo que provoca un
cambio en la conducta basado en la experiencia (Kandel, 2001; Sunyer et al., 2008). La
memoria se mide a través de los cambios en el comportamiento del sujeto, tiempo después
del aprendizaje (Abel & Lattal, 2001). Debido a que los eventos celulares y moleculares para
el almacenamiento de la informacion ocurren de forma ordenada temporalmente en el sistema
nervioso central, la memoria se divide en tres etapas: la adquisicion, la consolidacion y la
evocacion (Bourtchouladze et al., 1998; McGaugh, 2000; Abel & Lattal, 2001).

Adgquisicién

Los estudios acerca de los mecanismos celulares de la memoria se han centrado
principalmente en la fase de adquisicion. Este énfasis se debe en gran parte a todos los
hallazgos realizados en modelos celulares de aprendizaje, incluyendo la plasticidad sin4ptica,
especificamente la potenciacién a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) (Bliss, 1993;
Shors & Matzel, 1997; Malenka & Nicoll, 1999; Fell & Axmacher, 2011). La adquisicion de la
memoria espacial es el proceso mediante el cual los organismos incorporan informacion
espacial y generan una representacion espacial de uno o varios objetos (Pilly & Grosseberg,
2012).

Las investigaciones que vinculan la LTP en el hipocampo con el aprendizaje espacial fueron
desarrolladas por Carol Barnes y Morris, en tareas espaciales dependientes de hipocampo
(Jeffery & Morris 1993; Brun et al., 2001; Barnes et al., 1992, 1994). Carol Barnes estudié los
efectos de la LTP en animales jovenes y viejos, observando que la magnitud de la LTP en el
giro dentado de las ratas jovenes es mayor que en las ratas viejas, y esta magnitud se
correlaciona con de forma directamente proporcional con la ejecucion de las tareas espaciales
después del entrenamiento (Barnes et al., 2000). Casi al mismo tiempo, Morris desarroll6 el
laberinto acuatico de Morris (MWM, por sus siglas en inglés) para estudiar la participacion del
hipocampo en la memaria espacial. En la tarea MWM, los animales deben aprender a localizar
una plataforma oculta, trepar y permanecer en la plataforma, luego, deben generar una
representacion espacial de la plataforma de forma alocentrica usando las sefiales adicionales
al laberinto (Morris, 1984). Usando este modelo, se report6 que la actividad de los receptores
NMDA vy la plasticidad singptica dependiente de los receptores NMDA en la region CA1 del
hipocampo es crucial para la adquisicibn de la memoria espacial (Graham &
Collingridge,1985; Morris et al., 1986). Ademas del CA1, se han descrito redes neuronales

recurrentes en el area CA3 que también participan en la adquisicion de la memoria espacial,
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incluyendo las sinapsis de las neuronas colaterales en el &rea CA3 y las sinapsis que se
forman por las neuronas de la via perforante y que conectan con la region CA3 (Lee & Kesner,
2002; Nakazawa et al., 2004; Gilbert & Brushfield, 2009). Al igual que en el area CA1, la LTP
en estos circuitos del &rea CA3 son dependientes de los receptores NMDA. Sin embargo, se
han reportado mecanismos de LTP independientes de los receptores NMDA en las

conexiones entre las fibras musgosas y CA3 (Armstrong et al., 2006; Kwon & Castillo, 2008).

Consolidacién

Se ha sugerido que el trazo de memoria en un inicio es fragil y se hace mas permanente a
través de cambios sinapticos, celulares y moleculares que marcan la transicion de la
plasticidad sinaptica a través de un proceso llamado consolidacion de la memoria, el cual
requiere sintesis de proteinas (McGaugh, 2000; Nader, 2003; Cowan, 2008; Norris, 2017). En
los organismos con un sistema nervioso complejo, la informacion de una memoria puede ser
almacenada por segundos o incluso por afos, por lo que se han propuesto dos tipos de
memoria: corto (del inglés, short term memory STM) que dura minutos a horas y largo plazo
(del inglés, long term memory LTM) que puede durar horas, dias o afios (Nader, 2003;
Clopath, 2012). A diferencia de la LTM, la STM no depende de la sintesis de proteinas (Alkon
et al., 2005; Balderas et al., 2008).

La consolidacién de la memoria ocurre a través de cambios funcionales y morfolégicos en las
sinapsis, sitios especializados entre las neuronas para su comunicacion (Martin et al., 2000;
Martin & Morris 2002; Sutton & Schuman, 2006). Las sinapsis estan compuestas de proteinas,
las cuales son necesarias para multiples procesos neuronales como los cambios en la
transmision y la regulacion de la funcion sinaptica, sin embargo, las proteinas tienen un
tiempo de vida media relativamente corto, por lo cual, deben reemplazarse continuamente
(Wu et al.,, 2016). Ademéds, los cambios funcionales en las sinapsis exigen recambios
continuos en el contenido proteinico en términos de cantidad, distribucion y modificaciones
postraduccionales (Hanus & Schuman, 2013). La regulacién del contenido proteinico en las
sinapsis es altamente dinamico y especifico debido a que se necesitan preservar los cambios
inducidos por sefiales fisioldgicamente relevantes y realizar el recambio de proteinas
Unicamente donde y cuando se requieran (Costa-Mattioli et al., 2009; Sheehan et al., 2016).
En términos generales, los procesos bioldégicos que median la consolidacion de la memoria
involucran numerosos eventos moleculares y celulares estrictamente regulados (Gal-Ben-Ari
et al., 2012; Clopath, 2012). Estos procesos incluyen: la transcripcion de RNA mensajero
(mRNA), la sintesis de proteinas, degradacion y trafico de proteinas, modificaciones
postraduccionales como fosforilacién, ubiquitinacion, asi como mecanismos epigenéticos
(Rajasethupathy et al., 2009; Giese & Mizuno, 2013; Graff & Tsai, 2013; Saha & Dudek, 2013).
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Dichos procesos son especificos en distintas regiones del cerebro (Spacek & Harris, 1997).
Por ejemplo, en el hipocampo se ha reportado que la via de sefalizacion ERK/CREB en la
region CAl se activa aproximadamente 9 horas después del entrenamiento para que la
memoria espacial sea consolidada (Trifilieff et al., 2006). También se ha reportado que
proteinas como las neurotrofinas, especificamente el BDNF en la regién CA1 del hipocampo
es necesario para inducir la LTP y consolidar la memoria espacial (Mizuno et al., 2003; Hwang
et al., 2006; Sun et al., 2021).

Evocacion

La evocacion es la fase de la memoria donde se usa la informacién previamente almacenada
en el sistema nervioso central (Kandel et al., 2014). La evocacion de una memoria es inducida
por estimulos sensoriales, que funcionan como claves externas, o por claves internas en el
organismo, que madifican el comportamiento del organismo como consecuencia de las
experiencias previas (Frankland et al., 2019). Los estudios pioneros de Tulving & Pearlstone
en los afios sesenta, establecieron que, la evocaciéon de la memoria puede ocurrir en
presencia, solamente, de los estimulos o claves que fueron presentadas durante la
adquisicion, pero no de otras. Estos estudios permitieron desarrollar los conceptos de
disponibilidad y accesibilidad de la informacion. La disponibilidad de la informacion se refiere
a que dicha informacién se encuentra almacenada en el sistema nervioso central, mientras
gue la accesibilidad de la informacion se refiere a la capacidad del sistema nervioso central

de acceder y usar dicha informacion para evocar una memoria (Tulving & Pearlstone, 1966).

Se conocen algunos aspectos neurobioldgicos que subyacen a la evocacién de la memoria,
especialmente en el hipocampo de mamiferos. Las neuronas de lugar, las cuales se activan
cuando el animal se encuentra en contextos espaciales especificos, permiten la formacion de
mapas espaciales para el reconocimiento de ambientes especificos. En conjunto con
estructuras como la corteza entorrinal y la corteza perirrinal, el hipocampo integra informacién
multimodal para formar mapas de cada ambiente especifico, incluyendo objetos y eventos
(Tanaka et al., 2014; Okuyama et al.,, 2016; Roy et al., 2016; Perusini et al., 2017). La
evocacion de la memoria espacial ocurre mediante la activacion del circuito que codifica para
el mapa espacial requerido, coordinado con la integracion de la actividad cortical. En este
sentido, algunos reportes sugieren que, la manipulacién de los engramas neuronales
hipocampales que participan en la adquisicion de la informacion espacial, son suficientes para
impedir o activar la evocacion de la memoria (Tonegawa et al., 2015). Igualmente, la
deteccién de proteinas generadas por la expresion de genes de expresion temprana, indican
un porcentaje significativo de neuronas que forman parte de los ensambles neuronales

activados durante la adquisiciéon y que se reactivan durante la evocacion en la region CAl
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(Guzowski et al., 1999). Sin embargo, a medida que se distancian temporalmente las sesiones
de adquisicion y de evocacion, se reactiva un menor porcentaje de neuronas (Josselyn &
Tonegawa, 2020). Una posible explicacién de este fenébmeno implica que las neuronas de la
region CAL codifican adicionalmente informacion temporal, puesto que la tasa de disparo se
va modificando a lo largo del tiempo, mientras que las neuronas CA3, las cuales tienen una
tasa de disparo constante a lo largo del tiempo, codifican informacién espacial (Ben-Yakov et
al., 2015).

Finalmente, mientras que la actividad de los receptores glutamatérgicos de NMDA es
fundamental para los procesos de adquisicion y consolidacion de la memoria espacial en el
hipocampo, la evidencia reportada sugiere que la evocacion no requiere de la actividad de
dichos receptores, puesto que el bloqueo farmacolégico de los receptores NMDA en el
hipocampo antes de la prueba de evocacién, no impide la expresién conductual de la memoria
espacial (Steele & Morris, 1999). Por otra parte, se ha sugerido que la actividad de los
receptores NMDA en la regién CA3 tampoco es hecesaria durante la evocacion de la memoria
espacial en el laberinto acuatico de Morris cuando las claves espaciales durante la adquisicion
se mantienen durante la evocacién (Nakazawa et al., 2002). Sin embargo, en los protocolos
del laberinto acuético de Morris que cambian parcialmente la posicion de las pistas espaciales
durante la evocacion, se observa una mayor dependencia de la actividad de los receptores
NMDA para la evocacion de la memoria espacial (Morris, 2013).

1.7 Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) es una proteina clasificada como un factor
de crecimiento que regula diversos aspectos celulares, incluyendo la supervivencia,
proliferacion, migracion y diferenciacion. Desde etapas tempranas del desarrollo, el BDNF se
expresa en muchos tejidos, siendo especialmente relevante su expresion en el sistema
nervioso central y en regiones cerebrales clave para la formacién de la memoria, como el
hipocampo (Conner et al., 1997; Aid et al., 2007).

El BDNF se produce inicialmente como una forma pre-pro-BDNF (247 aminoacidos) que
posteriormente madura a pro-BDNF (229 aminoacidos). Finalmente, el pro-BDNF se corta y
madura para convertirse en la forma madura de la proteina (119 aminoacidos, 15 kDa)
(Andero et al., 2014; Lessmann y Brigadski, 2009; Pang et al., 2004). EI BDNF maduro se

encuentra enriquecido en dendritas y axones, lo que se asocia con el fortalecimiento de las
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sinapsis (Yan et al., 2007). Aunque las neuronas secretan principalmente BDNF, actualmente
se debate si el pro-BDNF también puede estar involucrado en la regulacion de la plasticidad
neuronal (Matsumoto et al., 2008).

Los receptores tirosina cinasa B (TrkB) son los receptores activados por el BDNF y se
consideran de alta afinidad, mientras que los receptores TrkA, TrkC y p75 son de baja
afinidad. La activacion de los receptores TrkB desencadena tres vias principales de
sefalizacion: 1) la via de Ras-Raf, 2) la via de fosfatidil inositol-3-cinasa-AKT (PISK-AKT) y
3) la via de fosfolipasa C-proteina cinasa C (PLC-PKC) (Minichiello, 2009; Walsh &
Tschakovsky, 2018). Estas vias de sefializacion activadas por el BDNF desencadenan
procesos celulares como el crecimiento, la diferenciacion, la migracion y la supervivencia
celular, asi como la regulacion del proceso inflamatorio, el ciclo y el metabolismo celulares.
Ademas, favorecen la activacion de factores de transcripcién asociados con la plasticidad
neuronal y el crecimiento celular (Vaynman et al., 2003; Minichiello, 2009; Scott-Solomon &
Kuruvilla, 2018).

La proteina BDNF participa de forma crucial durante los cambios en la fortaleza sinaptica
dependientes de actividad y se considera fundamental para los procesos de aprendizaje y
memoria. De hecho, se ha reportado que, durante la adquisicién y la consolidaciéon de la
memoria espacial, la expresion del mRNA de BDNF y la activacion del receptor TrkB
incrementan (Yamada & Nabeshima, 2003). En este sentido, las aproximaciones genéticas y
farmacologicas han demostrado que la inhibicién de los mecanismos mediados por BDNF
(produccién insuficiente de BDNF, mutaciones de pérdida de funcién, o inhibicién de la
actividad del receptor TrkB) impiden la formaciéon y mantenimiento de la memoria (Montkoski
& Holsboer, 1997; Mizuno et al., 2003; Heldt et al., 2007; Petzold et al., 2015), lo cual
correlaciona con el déficit de la potenciacion de largo plazo como consecuencia de la
inhibicion o la eliminacion del gen de BDNF (Nguyen and Kandel, 1996). Particularmente, el
hipocampo es una estructura que requiere la activacion de los mecanismos moleculares
dependientes de BDNF. La via de sefializacion BDNF/TrkB induce LTP en el hipocampo
(Korte et al., 1995; Figurov et al., 1996; Kovalchuk et al., 2002; Nicoll and Schmitz, 2005; Meis
et al., 2012), sugiriendo la relevancia de la proteina BDNF en el aprendizaje y la memoria
espacial. En este sentido, se ha reportado que la via de sefalizacion TrkB/PI3
(fosfatidilinositol-3-cinasa) se activa en el hipocampo, asociado con la consolidacion de la
memoria espacial (Yamada y Nabeshima, 2003). De igual manera, la activacion de la proteina
cinasa activada por mitdogenos (MAPK) dependiente de BDNF es necesaria para la

adquisicion de la memoria de miedo contextual (Ou y Gean, 2006; Ou y Gean, 2007).
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1.8 Sinapsina

La familia de proteinas presinapticas conocidas como sinapsinas consta de sinapsina |, 1l y
I, y las formas | y Il se expresan principalmente en neuronas. La sinapsina | esta involucrada
en la elongacion del axén y la regulacion de la fusién vesicular, mientras que la sinapsina |l
también se asocia con la elongacion del axon y la formacion de sinapsis (Ferreira et al., 1995).
La funcion principal de las sinapsinas es mantener unidas las vesiculas sinapticas al
citoesqueleto. Cuando la sinapsina se fosforila, permite que las vesiculas estén disponibles
para su liberacion, lo que ha llevado a establecer que la sinapsina juega un papel en la reserva
de vesiculas. La funcion de la sinapsina in vivo esta regulada por diversas vias de fosforilacion
dependientes de la actividad. Entre las proteinas que regulan la sinapsina se encuentran la
proteina quinasa A (PKA), la quinasa activada por mitbgenos (MAPK), la tirosina quinasa Src
y la Ca2+/calmodulina proteina cinasa Il (CaMK Il) (Schiebler et al., 1986; Llinas et al., 1991,
Valtorta et al., 1992).

Investigaciones en Aplysia y en células del hipocampo han demostrado que la fosforilacion y
movilizacién de las vesiculas de sinapsina dependen de la actividad y estan controladas por
PKA, MAPK y CaMK Il (Angers et al., 2002; Chi et al., 2003). Ademas, se ha observado un
control bidireccional de la fosforilacion/desfosforilacion, con la entrada de Ca2+ estimulando
la fosforilacion de sinapsina en sitios dependientes de CaMK Il y PKA, mientras que la
desfosforilacién ocurre en sitios dependientes de MAPK/calcineurina (Jovanovic et al., 2001).
Por lo tanto, la interaccion de la sinapsina con las vesiculas y su movilizacion estan
controladas por un ciclo de fosforilacién/desfosforilacién complejo, dinamico y dependiente
de la actividad que esta altamente regulado en multiples sitios (Bykhovskaia, 2011). Esta
complejidad en la regulacion de la sinapsina sugiere que desempefa un papel crucial en la
modulacion de la liberacidn de neurotransmisores y en la plasticidad sinaptica, contribuyendo

a la funcionalidad y plasticidad de las sinapsis neuronales.

1.9 BDNF y sinapsina: dos proteinas asociadas a la memoria espacial

La plasticidad sinaptica requiere el remodelamiento de la arquitectura sinaptica, dando lugar
a la generacion de nuevas conexiones neuronales o a la modificacion de las conexiones
neuronales previamente existentes, lo que finalmente permite el almacenamiento de la
memoria a través de la sintesis de novo de proteinas (Squire et al., 2015). Una de las
proteinas mas estudiadas en la modulacion de la plasticidad sinaptica que se correlaciona

con la memoria espacial es el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas
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en inglés). En este sentido, se ha reportado que un incremento rapido y transitorio en la
expresion de mRNA de BDNF en el hipocampo y la activacion del receptor tirosina cinasa B
(TrkB) permite la adquisicion y consolidacion de la memoria espacial (Yamada et al., 2003).
De hecho, se ha reportado que, en humanos, un polimorfismo del gen bdnf disminuye los
niveles de actividad de la proteina BDNF, afectando la memoria episddica y la funcion
hipocampal (Egan et al., 2003; Cheng et al., 2011). También, mediante aproximaciones
farmacoldgicas y genéticas, se ha sugerido que la activacion de la via BDNF/TrkB
dependiente de los receptores NMDA controla la induccion y el mantenimiento de la LTP en
el hipocampo (Figurov et al., 1996; Zakharenko et al., 2003; Santi et al., 2006). Algunas de
las proteinas que participan en la plasticidad neuronal y son moduladas por BDNF son:
sinapsina |, la proteina 43 asociada al crecimiento (GAP-43) y la proteina de unién al elemento
de respuesta al AMP ciclico (CREB). La proteina sinapsina | actlla como una proteina
intermediaria de la funcion de BDNF, la cual fosforila a sinapsina | a través del receptor TrkB,
lo cual permite su accién moduladora de la neurotransmisién (Thiel, 1993; Meng et al., 2022),
a través del control de la fusion y exocitosis de las vesiculas sinapticas, el crecimiento axonal
y el mantenimiento de las sinapsis (Baekelandt et al., 1994; Jovanovic et al., 2000; Molteni et
al., 2002). Por lo tanto, la capacidad de BDNF para modular y controlar la transmision
sindptica y consecuentemente los procesos de aprendizaje y memoria dependen en gran
medida de la activacion de la proteina sinapsina | a través de los receptores TrkB
presinapticos (Resende et al, 2012). Como consecuencia del aprendizaje en modelos de
memoria espacial, se ha observado un aumento en la expresion de sinapsina I, lo que sugiere
gue esta proteina puede estar involucrada en la modulacién de la transmision sinaptica y en
la regulaciéon de la comunicacion entre las neuronas que participan en la formacion de la

memoria espacial (Gémez-Pinilla y Kesslak, 2001; Shih et al., 2013; Bechara et al., 2013).
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2. JUSTIFICACION Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Muchos estudios de la neurobiologia del aprendizaje y la memoria asumen que estos
procesos son dependientes de los cambios en la fortaleza sinaptica como consecuencia de
la entrada de informacién sensorial proveniente del medio ambiente (Castellucci et al., 1978;
Bliss & Lomo, 1973; Yasuda et al, 2022). En este sentido, las modificaciones
postraduccionales de las proteinas son reguladores claves de las vias de sefalizacion
implicadas en la plasticidad sinaptica (Carmichael & Henley, 2018; Corti & Duarte, 2023) y la
sintesis de proteinas (Sun et al., 2021). Se ha reportado que la palmitoilacion de proteinas
estd involucrada en el desarrollo neuronal, la regulacion de la neurotransmisién y la
plasticidad sin4ptica en el sistema nervioso central, al influir en la movilizacién, localizacién y
compartimentacion de proteinas (Ji & Skup, 2021). Por lo tanto, la palmitoilacién de proteinas
emerge como una modificaciébn postraduccional que permite, de manera reversible y
dindmica, regular la localizacién y funcién de proteinas, proceso esencial para los procesos

de aprendizaje y memoria.

El estudio de la palmitoilacién de proteinas se ha centrado en procesos relacionados con la
plasticidad sinaptica (Sohn & Park, 2019; Matt & cols., 2019; Hayashi, 2020; Thomas y
Huganir, 2013; Ji & Skup, 2021), un proceso involucrado en la memoria. Sin embargo, la
memoria se evalla a través de un cambio conductual en el sujeto (Abel & Lattal, 2001).
Aunque algunos estudios reportan la participacion de la palmitoilacion en la memoria, las
estrategias experimentales utilizadas no permiten conocer las etapas de la memoria en las
gue la palmitoilacién de proteinas es requerida (Brigidi et al., 2014; Spinelli et al., 2017; Oota-
Ishigaki et al., 2022). Algo de suma importancia debido a que se necesita que exista una serie
de eventos celulares y moleculares de forma temporalmente ordenada para que la memoria
se establezca. Por tanto, en este trabajo, se estudio la participacion de la palmitoilacion de
proteinas en los mecanismos celulares relacionados con la memoria utilizando enfoques
farmacoldgicos, electrofisioldgicos y bioquimicos. Para ello, se inhibié farmacolégicamente la
actividad de las enzimas PATS durante la adquisicion, consolidacion y evocacion de la
memoria espacial. Ademas, se evalué los efectos de la inhibicién de las enzimas PATS en la

plasticidad sinaptica y la sintesis de proteinas en el hipocampo dorsal de ratas.

Este estudio tuvo como objetivo comprender cémo la palmitoilacion de proteinas influye en
los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la memoria, permitiendo la
identificacion de potenciales dianas terapéuticas asociadas a enfermedades

neurodegenerativas.
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3. HIPOTESIS

La palmitoilacion de proteinas regula la funcién y localizacién de proteinas, un mecanismo
clave para los procesos de plasticidad sinaptica y sintesis de proteinas. Por lo tanto, la
palmitoilacion de proteinas es necesaria para la adquisicién, consolidacion y evocacion de la

memoria espacial en el hipocampo.

4, OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la actividad de las enzimas PATs en la formacién y mantenimiento de la
memoria espacial, la plasticidad sinptica y sintesis de proteinas en el hipocampo dorsal de

rata.

4.1 Objetivos particulares

* Determinar el efecto de la inhibicion de las enzimas PATs antes y después del aprendizaje

espacial en las tareas conductuales: laberinto acuéatico de Morris y localizacién de objetos.

» Determinar el efecto de la inhibicion de las enzimas PATSs sobre la plasticidad sinaptica y la
comunicacion neuronal en un modelo de potenciacién de largo plazo, comunicacion basal y

de pulsos pareados.
» Determinar el efecto de la inhibicidon de las enzimas PATSs sobre la expresion de las proteinas

sinapsinay el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) que son proteinas involucradas

con los procesos de aprendizaje y memoria.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sujetos experimentales

Los sujetos de experimentacion fueron ratas macho (n=215) de la cepa Wistar de dos meses
de edad, con un peso aproximado de 250 g al inicio de los experimentos. Los grupos
experimentales fueron animales administrados con 2-bromopalmitato o vehiculo,
manipulados farmacoldgicamente en diferentes tiempos en protocolos conductuales y
electrofisiologicos y para cuantificaciébn de proteinas, cuyas descripciones detalladas seran
abordadas mas adelante. Las ratas provinieron del bioterio del Instituto de Fisiologia Celular
de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Las ratas se alojaron individualmente en
cajas de acrilico transparentes con alimento y agua disponibles ad libitum, con ciclo
luz/oscuridad de 12/12 h, temperatura de 22 + 2 °C, y humedad relativa de 50 £ 5%. Las
tareas conductuales se llevaron a cabo durante la fase de luz del ciclo. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
del Instituto de Fisiologia Celular (FBR125-18) y cumplieron con las pautas establecidas en
la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999).

5.2 Cirugia estereotaxica

Las ratas fueron anestesiadas con xilacina a una dosis de 15 mg/Kg y ketamina a una dosis
de 70 mg/Kg. La cabeza de las ratas fue inmovilizada en un estereotaxico (Stoelting Company
Wood Dale) y el craneo fue expuesto para la posterior implantacion de canulas guia 23G de
acero inoxidable (Small Parts, USA) de 10 mm de longitud. Se realizaron canulaciones
bilaterales en el hipocampo dorsal de acuerdo con el atlas del cerebro de rata (Paxinos &
Watson, 1996). Las coordenadas de canulaciéon fueron: AP: -3.6, ML: +/- 3.0, DV: -1.3. Las
canulas fueron implantadas en el craneo de las ratas con cemento dental. Se colocaron
agujas dentro de las canulas implantadas durante la cirugia, con el objetivo de evitar que las
canulas se taparan posteriormente. El tiempo de recuperacion post- operatorio fue de 10 dias.

Después, se iniciaron los experimentos conductuales.

5.3 Administracion farmacoldgica intra hipocampal

El 2-bromopalmitato, inhibidor de las enzimas PATSs, fue almacenado a -20 °C. La solucion
vehiculo se preparé disolviendo DMSO (Sigma-Aldrich, No de producto 472301) al 5% en
solucion salina isoténica (SSI, NaCl 0.9%). El 2-bromopalmitato, se prepar6 diluyendo 0.1 g
de &cido 2-bromohexadecanoico (Sigma-Aldrich, No. producto 238422) en 1 ml de DMSO
(solucién madre). Las alicuotas de la solucion madre se almacenaron a -70 °C durante un
méaximo de 2 meses. De esta solucién madre se tomaron 10 ul y se adicionaron 237.52 ul de

DMSO (Solucion Final). Al inicio de cada experimento se tomaron 5 ul de la solucion final, a
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los cuales se le adicionaron 95.33 ul de SSI, obteniendo una solucion de 600 uM de 2-

bromopalmitato en DMSO 5%. Las soluciones fueron almacenadas a -20 °C.

Los tratamientos farmacol6gicos consistieron en microinyecciones de 2-bromo palmitato (0.6
nmol, 2-Br) o DMSO 5% (vehiculo) intrahipocampales a través de agujas dentales estériles
(Laboratorios Zizine) 30 G de 12 mm de longitud. Las agujas fueron insertadas dentro de las
canulas guia, previamente implantadas en el cerebro de las ratas. Cada aguja estaba
conectada a una jeringa Hamilton de 10 ul, cuyo émbolo estaba controlado por una bomba
de inyeccién (Cole Parmer, serie 74900). Se administré un volumen de 1 ul en cada hemisferio
a un flujo de 0.25 ul/min. Las administraciones intrahipocampales del inhibidor 2-
bromopalmitato o el vehiculo se realizaron en diferentes momentos dependiendo el protocolo
experimental. En los experimentos conductuales, las inyecciones intrahipocampales se
realizaron 15 minutos antes del inicio de las adquisiciones, inmediatamente después de la

adquisicion o 15 minutos antes del inicio de la prueba de memoria.

5.4 Laberinto acuético de Morris (MWM)
El laberinto acuético de Morris (MWM) es una tarea conductual que evalua el aprendizaje y

la memoria espacial de roedores. Este modelo conductual, consiste en la utilizacion de
sefiales espaciales distales para que desde una ubicacion de inicio alrededor del perimetro
de una arena de natacién abierta, los animales puedan identificar la ubicaciébn de una
plataforma de escape sumergida en el agua (Vorhees & Williams, 2014). La tarea conductual
de MWM se realiz6 en una piscina circular (170 cm de diametro) con fondo negro, donde se
localizaba una plataforma (15 cm x15 cm x 40 cm) de escape en posicion fija 2 cm por debajo
del nivel de agua para no ser visible por las ratas. La piscina se dividié en cuatro partes
iguales. Las claves espaciales internas utilizadas fueron dos figuras geométricas un circulo y
un cuadrado color blanco, los cuales se ubicaron en las paredes de dos cuadrantes opuestos.
En el cuadrante objetivo se encontraba la plataforma de escape. Mientras que el cuadrante
opuesto estaba 180° con respecto a la linea que se forma entre el cuadrante objetivo y el
centro de la piscina. Se coloc6 una cdmara de video por encima de la piscina para registrar
los ensayos con el software Debut Video Capture-NCH versiéon 5.73. Las ratas fueron
manipuladas tres dias antes del entrenamiento, la manipulacion fue de manera consecutiva

durante 3 minutos con el objetivo de reducir el nivel de estrés.

Durante la adquisicion de la tarea, las ratas realizaron 10 ensayos de entrenamiento. Las
ratas se colocaron desde una de las 10 posiciones iniciales previamente establecidas por

cada ensayo, el experimentador siempre se posicioné en el mismo lugar debido a que también
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fue una clave espacial. Se permitio a las ratas nadar y llegar a la plataforma de escape durante
un tiempo limitado de 60 segundos. El tiempo se registr6 como latencia de llegada a la
plataforma que estaba oculta en el agua. Si durante el tiempo total de 60 segundos las ratas
no lograban encontrar la plataforma, el experimentador las guiaba hasta el lugar. Una vez que
las ratas llegaban a la plataforma permanecian ahi durante 30 segundos. Después de
terminar el ensayo, cada rata fue colocada en una caja abierta durante 30 segundos,
permitiendo el descanso durante este tiempo. Posteriormente, regresaban a la piscina para
iniciar el siguiente ensayo. La prueba de memoria a largo plazo (LTM) se realizé 24 horas
después de la sesion de entrenamiento. Durante la prueba de LTM, se retiro la plataforma de
escape de la piscina, se permiti6 a las ratas nadar y llegar a la plataforma de escape durante
un tiempo limitado de 60 segundos. Durante la tarea conductual del laberinto acuatico de
Morris, se usaron los grupos 2-bromopalmitato (n=6) y vehiculo (h=6) administrados antes de
la adquisicion; los grupos 2-bromopalmitato (n=6) y vehiculo (n=6) administrados después de
la adquisicién y los grupos 2-bromopalmitato (n=6) y vehiculo (n=6) en la evocacion. Las ratas
regresaron a su caja hogar después del ultimo ensayo. Los registros de video se analizaron
para determinar los siguientes parametros: tiempo de llegada a la plataforma, nimero de
cruces en la plataforma y tiempo en cuadrante objetivo y opuesto.

5.5 Memoria de localizacion de objetos (OLM)

La memoria de localizacion de objetos (OLM) es un paradigma conductual que evalla la
memoria espacial de los roedores, debido a su tendencia a explorar por mas tiempo la
posicién novedosa que la posicion familiar de un objeto. La tarea conductual se realizé en un
campo abierto en una caja de madera (40x40x40 cm) color gris, la cual estaba recubierta con
una capa fina de aserrin, una pared de la caja tenia un rectangulo con rayas blancas y negras
gue sirvié como clave espacial. Los objetos para discriminar fueron un foco (3x3x10 cm) y un
frasco (3x3x6 cm). Se coloco una cadmara de video arriba de la caja para registrar los ensayos
con el software Debut Video Capture-NCH version 5.73.

Las ratas fueron habitadas durante 5 minutos en la caja sin ningln objeto, tres dias
consecutivos. Durante la fase de adquisicion, las ratas exploraron durante 5 minutos un foco
y un frasco ubicados en posiciones especificas. Para evaluar la memoria de corto plazo (STM)
90 minutos después de la adquisicién, se movio uno de los objetos a una posicion nueva para
permitir que las ratas exploraran durante 5 minutos. 24 horas después de la adquisicion, en
otro grupo de ratas se evalud la memoria de largo plazo (LTM) que consistié en permitir la
exploracion durante 5 minutos de la posiciébn novedosa de uno de los objetos previamente
presentados. La posicion novedosa y familiar de los objetos siempre estuvo contrabalanceada

para evitar preferencia por alguno de ellos. Las cajas y los objetos fueron desodorizados con
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etanol al 70%, también se cambio la cama de aserrin entre cada ensayo. Las sesiones fueron
grabadas y analizadas posteriormente, en las cuales se cuantifico el tiempo total de
exploracién para cada objeto. Durante la tarea de localizacion de objetos, se usaron los grupo
2-bromopalmitato (n=7) y vehiculo (n=6) para la evaluacion de memoria de corto plazo; los
grupos 2-bromopalmitato (n=6) y vehiculo (n=7) administrados antes del entrenamiento para
la evaluacion de la memoria de largo plazo; los grupos 2-bromopalmitato (n=6) y vehiculo
(n=6) administrados después del entrenamiento para la evaluacion de la memoria de corto
plazo; los grupos 2-bromopalmitato (n=6) y vehiculo (n=6) administrados después del
entrenamiento para la evaluacion de la memoria de largo plazo y los grupos 2-bromopalmitato
(n=6) y vehiculo (n=6) administrados antes de la prueba de largo plazo. El indice de
reconocimiento de objetos se calcul6 dividiendo el tiempo de exploracién para el objeto en
posicién novedosa o familiar entre el tiempo total de exploracién para ambos objetos. El indice
de reconocimiento de las ratas debia ser cercano a 0.5 durante la adquisicion de la tarea para

gue no presenten preferencia por algin objeto y fueran incluidas en el analisis estadistico.

5.6 Memoria de reconocimiento de objetos (ORM)

La memoria de reconocimiento de objetos (ORM) es un modelo conductual que aprovecha el
comportamiento exploratorio de los roedores, y su capacidad de discriminacién entre objetos
novedosos y objetos explorados previamente. El tiempo empleado en la exploracién de los
objetos novedosos y familiares es un indicador de la capacidad de reconocer los objetos
novedosos sobre los familiares (Vogel-Ciernia & Wood, 2014). La tarea conductual se realizé
en un campo abierto en una caja de madera (40x40x40 cm) color gris, la cual estaba
recubierta con una capa fina de aserrin, una pared de la caja tenia un rectangulo con rayas
blancas y negras que sirvié como clave espacial. Los objetos para discriminar fueron un foco
(3x3x10 cm) y un frasco (3x3x6 cm). Se coloc6 una camara de video arriba de la caja para
registrar los ensayos con el software Debut Video Capture-NCH version 5.73. Las ratas fueron
habitadas durante 5 minutos en la caja sin ningun objeto por tres dias consecutivos. Durante
la fase de adquisicion, las ratas exploraron durante 5 minutos dos objetos idénticos ubicados
en posiciones especificas. 24 horas después de la adquisicion, se evalué la memoria de largo
plazo (LTM) en la cual uno de los objetos es cambiado por un objeto nuevo sin cambiar su
ubicacion previamente presentada. El objeto novedoso y familiar siempre estuvo
contrabalanceado para evitar preferencia por alguno de ellos. Las cajas y los objetos fueron
desodorizados con etanol al 70%, también se cambié la cama de aserrin entre cada ensayo.
Durante la tarea de reconocimiento de objetos, se usaron los grupos 2-bromopalmitato (n=5)

y vehiculo (n=5) administrados después del entrenamiento.
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Las sesiones fueron grabadas y analizadas posteriormente, en las cuales se cuantifico el
tiempo total de exploracion para cada objeto. El indice de reconocimiento de objetos se
calculo dividiendo el tiempo de exploracion para el objeto nuevo o familiar entre el tiempo total
de exploracién para ambos objetos. El indice de reconocimiento de las ratas debia ser
cercano a 0.5 durante la adquisicién de la tarea para que no presentaran preferencia por

algun objeto y fueran incluidas en el analisis estadistico.

5.7 Registros electrofisiolégicos

Las ratas fueron anestesiadas por via intraperitoneal con pentobarbital s6dico a una dosis de
20 mg/kg de peso y una inyeccion intramuscular de xilazina a una dosis de 15 mg/kg de peso.
La dosis de mantenimiento con pentobarbital sédico fue de 10 mg/kg de peso y se administro
60 minutos después de la anestesia inicial. Una vez anestesiadas, las ratas se colocaron en
un aparato estereotaxico (51603, Stoelting). Se ajustd la posicion de la cabeza al plano
horizontal, se hizo una incisién en la piel para exponer el crdneo y posteriormente un trépano
unilateral para implantar el electrodo de estimulacién bipolar concéntrico de acero inoxidable
ubicado en la region CA3 del hipocampo (desde bregma, AP: -2,2 mm; ML: -2,0 mm; DV: -
1,5 mm). Las respuestas unilaterales se registraron con un electrodo monopolar de acero
inoxidable ubicado en la regién CA1 del hipocampo (desde bregma, AP: -2,0 mm; ML: -1,4
mm; DV: -1,5 mm). Se proporciond una estimulaciéon de corriente constante de 0.2 mV a
través de un estimulador Grass S48 y se entreg06 al electrodo de estimulacion a través de una
Unidad de aislamiento de estimulo Grass (PSUI6). Las respuestas evocadas se enviaron a
un amplificador Grass P5. La sefial eléctrica se digitalizd, almacend y analiz6 utilizando el
software Datawave SciWorks (Broomfield, CO, EE. UU.).

e Curvas de entrada/salida (E/S). Las curvas de E/S se generaron mediante la variacién
sistematica de la corriente de estimulo (1x—10x) para determinar la eficiencia sinaptica
basal. La relacion entre la corriente de entrada y el voltaje de salida se midié en el
CA3-CALl del hipocampo. La intensidad basal se determind como la estimulacién

minima necesaria para provocar una respuesta de 0.2 mV.

e Potenciacion a largo plazo. Después de que se estableciera una linea basal de
respuesta provocada eléctricamente durante 15 min con una intensidad de estimulo
correspondiente al 50% de la amplitud maxima del EPSP, se inici6 un protocolo de
LTP entregando cuatro trenes de estimulacion (1 s, 100 Hz) con 20 s de tiempo entre
trenes. Las respuestas evocadas posteriores a la estimulacion se registraron durante

1 hora. La potenciacién a largo plazo se calculd por el porcentaje del cambio de la
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amplitud de la respuesta evocada en comparacion con la linea de base. Para analizar
el efecto de la inhibicién de las enzimas PATs sobre la potenciacion a largo plazo, se
evaluaron cuatro grupos: grupos de vehiculo (n=10) y 2-bromopalmitato (n=10)
inyectados 15 min antes de la induccién de LTP, y grupos de vehiculo (n=7) y 2-
bromopalmitato (n=7) inyectados 15 min después de la induccién de LTP.

5.8 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas por Western Blot, se usaron los grupos control (n=12),
vehiculo (n=10) y 2-bromopalmitato (n=10). Las ratas fueron decapitadas 4 horas después
del entrenamiento, el cerebro fue rapidamente extraido del craneo y se disecté el hipocampo
dorsal en condiciones frias. El tejido fue colectado en microtubos de 1.5 ml y se adicionaron
100ul de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1% triton X-100, 0.5% deoxicolato de sodio,
0.1% SDS, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM NaF, 1 mM ortovanadato de
sodio, inhibidores de proteasas cOmplete ULTRA Tabl., Roche) por cada 5 mg de tejido.
Luego de 5 minutos, se procedi6 a la desintegracion del tejido mediante sonicacion (Branson
Sonifer 250) con los siguientes parametros: temporizador: sostenido; ciclo: 50%; control de
salida: micro tip limit; limite de sonicado: 8 ciclos. Las muestras desintegradas se mantuvieron
en hielo y en agitacion constante por 15 minutos, para luego ser centrifugadas a 12500 rpm
por 20 minutos a 4 °C, recuperandose el sobrenadante en microtubos nuevos y guardados a

-80C° hasta su uso.

La cuantificacién de proteinas se realiz6 mediante el método de Bradford, por lo que se utilizé
el reactivo de Bradford comercial (Biorad, 500-0006) cuya sensibilidad y linealidad varia de
0.05mg/ml hasta 0.5mg/ml. Se preparé una solucion estandar de albumina de suero bovino
(Santa Cruz, #) de 1.6mg/ml diluido en solucion amortiguadora de lisis RIPA para una
concentracion final de 0.25ug/ul. El reactivo de Bradford se diluyé 1:5 en agua bidestilada,
con posterior filtrado para eliminar precipitados. Con la solucion patrén de BSA se realiz6 una
curva de absorbancia a diferentes concentraciones en un rango de 0.0125 ug/ul hasta 0.2250
ug/ul. Las muestras se diluyeron 1:50 en agua miliQ y se tomaron 10 ul para hacerlos
reaccionar con 200 ul del reactivo de Bradford diluido, se realiz6 por triplicado. Se dejo6 incubar
por 5 min y se realizo la lectura en lector de microplacas con un filtro de 630 nm. La
concentracion de las muestras se obtuvo por regresion lineal e interpolacién considerando el

factor de dilucion empleado.
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5.9 Electroforesis e inmunoblot

A cada uno de los extractos de proteina se les adicion6 buffer Laemmli 2x en una relacién 1:1
y fueron desnaturalizadas a 97C° por 5 minutos, luego de los cuales se sumergieron en hielo
por 5 minutos. En un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 7% se carg6 el volumen
correspondiente a 10 ug de proteina total de cada una de las muestras. La electroforesis se
llevé a cabo a 80V durante dos horas y media. Las proteinas se transfirieron a una membrana
de PVDF de 0.45 um a 25V por 45 minutos en cdmara de transferencia himeda, previo lavado
del gel en solucion amortiguadora de transferencia por 15 minutos y activacion de la
membrana de PVDF en metanol por 1 minuto. Luego de la transferencia, las membranas se
dejaron secar a temperatura ambiente cubiertas con papel filtro (Whatman®) por una hora,
luego de las cuales se reactivaron con metanol, y se realizaron 3 lavados, de 5 minutos cada
uno, en solucion TBS (150 mM NaCl, 100 mM trizma base), seguido de bloqueo de la
membrana con albumina de suero bovino al 5% en TBST (TBS adicionado con triton x-100
0.1%) por una hora y media. Las membranas fueron incubadas una noche a 4 °C los
anticuerpos anti-BDNF (raton, 1:250, Millipore, #), anti-Sinapsina o anti-GAPDH. Los
anticuerpos fueron diluidos en TBST con albimina de suero bovino al 3%. Las membranas
se lavaron por 3 veces durante 5 minutos en solucién TBST, y se incubaron por una hora con
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano: Anti-raton (cabra, 1:5000, Zimed,
#). Al término de la incubacion, las membranas se lavaron 6 veces por 5 minutos con TBST.
El revelado se realiz6 mediante la reaccion quimioluminiscente usando Luminol y peroxido de
hidrogeno como sustratos de la peroxidasa de rabano (Immobilon™ Western
chemiluminiscent HRP substrate, WBKLS, Millipore). La luminiscencia fue detectada en un
fotodocumentador (Li-cor, Modelo 3600) durante 12 minutos. Se eligieron las imagenes con
menor ruido de fondo y mayor definicion de bandas.El analisis densitométrico fue realizado
utilizando el software Image-J (NIH, Bethesda). Las densidades de BDNF (en el inmunoblot
se observaron principalmente dos bandas, la banda elegida corresponde al BDNF maduro
aproximadamente de 14 kDa), de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, Unica
banda de aproximadamente 35 kDa) y de sinapsina (banda de aproximadamente de 43 kDa)
fueron obtenidas por la cuantificacion del porcentaje del area ocupada por la banda. Las
expresiones relativas fueron calculadas por el cociente de la densidad de BDNF o sinapsina

y la densidad de GAPDH todas ajustadas al control.
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5.10 Tincién de Nissl

Para determinar el sitio de administracion del inhibidor 2-bromopalmitato y del vehiculo, las
ratas (n=50) fueron sacrificadas y perfundidas con solucion salina isoténica. 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 -20 °C. Los cortes se
recuperaron y almacenaron en solucion TBS. Los cortes de interés fueron montados en
portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar durante 24 horas luego de los cuales se llevé a
cabo la tincion de Nissl. Los cortes cerebrales fueron hidratados en concentraciones
decrecientes de etanol desde etanol 90% hasta agua destilada. Los cortes fueron sumergidos
en acetato de violeta de cresilo (violeta de cresilo al 0.5%, acido acético glacial al 0.3%, en
agua destilada) durante 2 min. El exceso de colorante fue lavado con agua destilada; se
continué con inmersiones en etanol al 50% durante 1 min. Posteriormente los cortes fueron
lavados con etanol acido (acido acético glacial al 1% en etanol al 70%) durante 2 min.
Finalmente, los cortes coronales fueron deshidratados y montados con resina sintética (Hycel,
7987-500).

5.11 Analisis de datos

Los datos se analizaron usando el software GraphPad Prism versién 8.0. Se realiz6 la prueba
de Kolmogorov-Smirnoff para determinar la distribucion. Los datos se presentan como la
media = SEM. Las pruebas estadisticas elegidas para el analisis fueron: prueba t de Student
de dos colas, ANOVA de dos vias post-hoc Bonferroni para el andlisis conductual. El analisis
de los inmunoblots se realizé usando ANOVA de una via post-hoc Tukey. En todos los analisis

estadisticos se considerd estadisticamente significativo una p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 La adquisicién y la consolidacion de la memoria espacial en el MWM depende de
la actividad de las enzimas PATS.

Se determind la participacion de la palmitoilacién en el aprendizaje y la memoria espacial
durante las fases de adquisicidn, consolidacion y evocacion del laberinto acuatico de Morris
(MWM), un modelo de memoria espacial en roedores. A las ratas se les administré 2-
bromopalmitato, que es un inhibidor irreversible que se une covalentemente al sitio activo de
las enzimas PATs (Davda et al., 2013), mediante administracion intrahipocampal bilateral. La
fase de adquisicidn consistio en diez sesiones de entrenamiento y la prueba de memoria a
largo plazo se evalu6 24 horas después durante una Unica sesion de 1 minuto. La Figura 1a
muestra que las ratas a las que se administré el 2-bromopalmitato antes de la adquisicion,
pasaron mas tiempo buscando la plataforma oculta a diferencia del grupo vehiculo durante el
entrenamiento. En consecuencia, durante la prueba de memoria a largo plazo (LTM), el grupo
2-bromopalmitato tuvo una mayor latencia de llegada a la plataforma y un menor nimero de
cruces al area de la plataforma oculta, lo que indica una menor ejecucion de la LTM
comparado con el grupo vehiculo. Con el fin de diferenciar si el efecto del 2-bromopalmitato
afectaba la adquisicion o consolidacion de la memoria, administramos 2-bromopalmitato o
vehiculo inmediatamente después de la Ultima sesién de entrenamiento. Observamos que,
aungque ambos grupos aprendieron la posicion espacial de la plataforma oculta, el grupo de
2-bromopalmitato tuvo una mayor latencia de llegada a la plataforma y un menor nimero de
cruces al area de la plataforma oculta durante la LTM (Figura 1b). Finalmente, para evaluar
el efecto de la administracién del inhibidor 2-bromoapalmitato en la evocacién de la memoria
espacial, administramos 2-bromopalmitato 15 minutos antes de la LTM en ratas entrenadas.
La administracién del inhibidor 2-bromopalmitato no afecté la latencia y el nimero de cruces
al area de la plataforma oculta (Figura 1c). Estos hallazgos sugieren que la actividad de las
enzimas PATSs es necesaria para aprender y consolidar la memoria espacial en la tarea de

MWM, pero no es necesaria para la evocacion de la tarea de MWM.
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Figura 1. Lainhibicion de las enzimas PATs impide la adquisicién y la consolidacién, pero no la
evocacion de la memoria la espacial en el laberinto acuético de Morris. a) El grupo 2-
bromopalmitato (h=6) no disminuyé el tiempo de latencia de llegada a la plataforma con la progresién
de los ensayos como ocurrié en el grupo vehiculo (n=6), impidiendo la adquisicién de la memoria
(ANOVA de dos vias F1,10=35.85 P= 0.0001, Post-hoc Bonferroni p<0.0001). Durante la evaluacion
de la memoria de largo plazo (LTM), 24 horas después del entrenamiento, la latencia de llegada a la
plataforma fue mayor en el grupo 2-bromopalmitato vs el grupo vehiculo (t de Student no pareado
P<0.0001) y el numero de cruces al lugar de la plataforma fue menor en el grupo 2-bromopalmitato vs
el grupo vehiculo (t de Student no pareado P=0.0006). b) El grupo vehiculo (n=6) y el grupo 2-
bromopalmitato (n=6) no mostraron diferencias en el aprendizaje espacial a lo largo de los ensayos
(ANOVA de dos vias F1,0=0.03823 P=0.8489). La latencia de llegada al area de la plataforma fue
mayor en el grupo 2-Bromopalmitato vs el grupo vehiculo (t de Student no pareado P=0.0254). El grupo
2-bromopalmitato tuvo un menor nimero de cruces en el lugar de la plataforma vs el grupo vehiculo (t
de Student no pareado P=0.0093). c) Los grupos vehiculo (n=6) y 2-bromopalmitato (n=6) no mostraron
diferencias en el aprendizaje espacial a lo largo de los ensayos (ANOVA de dos vias F1,10=0.8419,
P=0.7776). Durante la LTM, la latencia de llegada a la plataforma, asi como el nimero de cruces en el
lugar de la plataforma fueron similares en ambos grupos (t de Student no pareado P=0.3737 y
P=0.7831). Los dibujos de las jeringas indican el momento de las inyecciones intrahipocampales antes
del entrenamiento (15 min), después del entrenamiento y antes de la LTM (15 min). *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.0001.
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6.2 La adquisicién y consolidacion de la memoria de localizacion de objetos depende
de la actividad de las enzimas PATS.

Ampliamos nuestros resultados evaluando los efectos de la inhibicion de las enzimas PATs
en un modelo de memoria de localizacion de objetos (OLM), otra tarea conductual que evalta
la memoria espacial. Una ventaja de la tarea de OLM es que permite evaluar la memoria de
corto plazo para discriminar los eventos asociados a la adquisiciéon de la memoria de los
eventos asociados a la consolidacion de la memoria. Por esta razén, evaluamos el efecto de
la administracion intrahipocampal de 2-bromopalmitato en la memoria de corto y largo plazo
de OLM en ratas. En la fase de entrenamiento, se permitio a las ratas explorar libremente dos
objetos idénticos en posiciones especificas durante 5 minutos. Durante la prueba de memoria,
la ubicacién de uno de los objetos se cambié a una localizacion nueva. Para determinar el
efecto de la inhibicion de las enzimas PATSs en la fase de entrenamiento, administramos 2-
bromopalmitato 15 minutos antes del entrenamiento. Observamos un indice de
reconocimiento similar para ambas ubicaciones en el grupo vehiculo y el grupo 2-
bromopalmitato, sin preferencia de exploracion por alguno de los objetos. Durante la prueba
de memoria de corto plazo (STM; 90 minutos después del entrenamiento), el grupo vehiculo
exploré preferencialmente el objeto en posicién novedosa frente al objeto en posicion familiar.
Sin embargo, el grupo de 2-bromopalmitato no discrimind entre el objeto en posicion
novedosa del objeto en posicion familiar (Figura 2a), lo que significa que el aprendizaje de la
localizacién de los objetos se vio afectado. Este mismo efecto se observé en la prueba de
memoria de largo plazo (LTM; 24 horas después del entrenamiento) (Figura 2b).
Posteriormente, estudiamos el efecto de la inhibicion de las enzimas PATSs en la consolidacion
de la memoria de OLM, mediante la administracion de 2-bromopalmitato inmediatamente
después de la fase de entrenamiento. Durante la evaluacion del STM, ambos grupos, 2-
bromopalmitato y vehiculo, dedicaron mas tiempo a explorar el objeto en la nueva ubicacion
gue el objeto en posicion familiar (Figura 2c). Estos resultados sugieren que la administracion
del 2-bromopalmitato no afecta los mecanismos celulares que subyacen a la memoria de
corto plazo. Tomando en conjunto los experimentos de evaluacién de memoria de corto plazo,
se infiere que la administracion del inhibidor 2-bromopalmitato impide la adquisicion en el
OLM cuando se administra antes del entrenamiento, pero no después. Por otro lado, cuando
el inhibidor se administra posterior al entrenamiento y se evalia la LTM, se impide la
consolidacion del OLM, puesto que el indice de reconocimiento es similar para ambos objetos,
mientras que el grupo vehiculo prefiere explorar el objeto en la posicion novedosa. Ademas,
los resultados mostraron que el 2-bromopalmitato no alteré la actividad motora ya que los
tiempos totales de exploracion se mantuvieron iguales para ambos grupos (ver tabla 1).
Finalmente, la administracion del inhibidor 2-bromopalmitato no afect6 la LTM cuando el

farmaco se administr6 15 minutos antes de la prueba, que se realiz6 24 h posterior al
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entrenamiento (Figura 2e). Por lo tanto, se infiere que la adquisicion y consolidacion de la
memoria espacial depende de la actividad de las enzimas PATs. Sin embargo, una vez
establecido el trazo de memoria espacial, las enzimas PATs parecen no participar en los
procesos de evocacion de la memoria.
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Figura 2. La inhibiciéon de las enzimas PATs impide la adquisicion y consolidacién, pero no la
evocacion de la memoria de localizaciéon de objetos. a) El grupo vehiculo (n=6) reconocid el objeto
en posicién novedosa (PN) (t de Student pareado P=0.0002) mientras que el grupo 2-bromopalmitato
(n=7) no lo reconocié (t de Student pareado P=0.0948) en la memoria de corto plazo (STM). b) El grupo
vehiculo (n=7) reconoci6 el objeto en PN (t de Student pareado P<0.0001), mientras que el grupo 2-
bromopalmitato (n=6) no logré reconocerlo (t de Student pareado P=0.2820) durante la LTM. c) 15
minutos después del entrenamiento se administré 2-bromopalmitato (n=6) o vehiculo (n=6) en el
hipocampo, ambos grupos reconocieron el objeto en PN (t de Student no pareado, Vehiculo P<0,0001,
2-bromopalmitato P<0,0001) durante la STM, mientras que, d) en la LTM, el grupo vehiculo (n=6)
reconocio el objeto en PN (t de Student pareado P <0.0001), y el grupo 2-bromopalmitato (n=6) no
discriminoé el objeto en PN (t de Student pareado P = 0,0810). e) 15 minutos antes de la LTM, las ratas
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fueron administradas con 2-bromopalmitato (n=6) o vehiculo (n=6) en el hipocampo. Ambos grupos
reconocieron el objeto en PN (t de Student pareado, vehiculo P<0,0001 y 2-bromopalmitato, P<0,0001).
La jeringa indica el momento de la administracion de 2-bromopalmitato o vehiculo en el hipocampo.
*P<0,05, *P<0,01, ***P<0,0001.

6.3 La inhibicién de las enzimas PATs en el hipocampo no afecta la memoria
independiente del hipocampo.

Con el fin de determinar si la inhibicién de las enzimas PATSs tiene efectos inespecificos,
utilizamos la memoria de reconocimiento de objetos (ORM), una tarea de memoria de
reconocimiento independiente del hipocampo (Balderas et al., 2008). Para esto, evaluamos
la capacidad de las ratas para reconocer un objeto previamente reconocido como familiar
frente a un nuevo objeto, midiendo el tiempo de exploracion de ambos objetos. La
administracion del inhibidor o el vehiculo se realizé inmediatamente después de la fase de
entrenamiento de ORM en el hipocampo. Los resultados mostraron que ambos grupos, 2-
bromopalmitato y vehiculo, reconocieron el objeto novedoso durante la prueba de memoria
de largo plazo (Figura 3a). Por lo tanto, la administracion de 2-bromopalmitato en el
hipocampo (Figura 3b) no perjudica el establecimiento de una memoria independiente del

hipocampo, como ORM.
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Figura 3. La inhibicion de las enzimas PATs en el hipocampo no afecta la memoria
independiente del hipocampo. a) La administracién del inhibidor de enzimas PATSs, 2-bromopalmitato
(n=5) o vehiculo (n=5) en el hipocampo se realizé inmediatamente después del entrenamiento. Durante
la LTM, ambos grupos reconocieron el objeto novedoso (ON) en comparacién con el objeto familiar
(OF) (t de Student pareado, vehiculo, P<0,0001, 2-bromopalmitato P=0,0019). La jeringa indica el
tiempo de la administracion de 2-bromopalmitato o vehiculo en el hipocampo. b) Imagen representativa
de la microinyeccion de 2-bromopalmitato o vehiculo en la region CA1 del hipocampo.
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6.4 Lainduccidn, pero no el mantenimiento de la potenciacién a largo plazo requiere
actividad de las enzimas PATS.

Nuestros resultados muestran que la inhibicibn de las enzimas PATSs interfiere con la
adquisicion y la consolidacién de la memoria espacial, pero la evocacion no se ve afectada.
Como parte de este trabajo se planteo la hipétesis de que la inhibicion de las enzimas PATs
alteraria la plasticidad sinaptica en un modelo de potenciacion de largo plazo (LTP) en la via
de las colaterales de Schaffer, un circuito critico involucrado en la memoria espacial (Figura
4a). El andlisis inicial de las curvas de entrada-salida de corriente en la via de las colaterales
de Schaffer mostré que la inhibiciéon de la actividad de las enzimas PATs 15 minutos antes
del registro disminuye la comunicacion (Figura 4b). Adicionalmente, en un protocolo de pulsos
pareados, se observd que el grupo vehiculo presenta una facilitacion en la comunicacion
neuronal, mientras que la inhibicion de la actividad de las enzimas PATs impide esta
facilitacion, observandose una depresiéon de la comunicacion neuronal (Figura 4c). Para
determinar si la inhibicién de las enzimas PATSs altera la LTP, realizamos una estimulacion
eléctrica de alta frecuencia (HFS) en la via de las colaterales de Schaffer y registramos la
actividad eléctrica en la regién CAL del hipocampo en ratas anestesiadas. Observamos una
induccién de la potenciacion en el grupo vehiculo administrado 15 minutos antes de la HFS.
Sin embargo, la administracion de 2-bromopalmitato 15 minutos antes de la HFS impidi6 la
induccién de la LTP, e incluso se indujo una depresion (Figura 4d). Por el contrario, la
administracion de 2-bromopalmitato después de la induccién de la potenciacién a largo plazo
no altera la respuesta electrofisiol6gica evocada hasta 60 minutos después, siendo similar a
la curva registrada en el grupo vehiculo (figura 4d). Nuestros resultados sugieren un papel
destacado de la actividad PATs en la comunicacién neuronal y la plasticidad sinaptica, debido
a que su inhibicion provoca alteraciones en la facilitacion de la via de las colaterales de
Schaffer. Sin embargo, una vez que ocurre la induccion de la plasticidad sinéptica, la actividad

de las enzimas PATSs parece ya no ser requerida.
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Figura 4. La actividad de las enzimas PATs es requerida para la comunicacién neuronal y la
plasticidad sinéptica. a) El electrodo de estimulacion se implanté en las colaterales de Schaffer,
mientras que el electrodo de registro se implant6 en la region CAl. b) Curvas de entrada-salida (I/O)
para los grupos 2-bromopalmitato (n=15) o vehiculo (n=12). El andlisis ANOVA bidireccional de la
relacion 1/0O muestra diferencias significativas entre los grupos (P<0,0001). La potenciacién a largo
plazo (LTP) en el hipocampo se realiz6 bajo anestesia. ¢) Curva de pulsos pareados (n=6 por grupo).
El eje X representa el logaritmo del tiempo entre los dos pulsos. El eje Y representa la proporcion de
la amplitud del segundo pulso (P2) sobre la amplitud del primer pulso (P1). d) Una vez estabilizado el
registro, se administré vehiculo (n=9) o 2-bromopalmitato (n=9) en el hipocampo (intra-HIP) y 15
minutos después se realiz6 la estimulacion de alta frecuencia (HFS) (4 trenes de estimulo, 1 s, 100 Hz,
20 s entre trenes). El grupo vehiculo presenté LTP (ANOVA bidireccional F1,8=25,22 P=0,0007, prueba
post hoc de Bonferroni P= 0,0196), mientras que el grupo 2-bromopalmitato muestra una comunicacion
sinptica deprimida hasta por 90 minutos después de la HFS (ANOVA de dos vias F1,9=25,22
P=0,0007, prueba post hoc de Bonferroni P= 0,0075). e) 15 minutos después de HFS (4 trenes de
estimulo, 1 s, 100 Hz, 20 s entre trenes), se realizé una inyeccion intrahipocampal (intra-HIP) de
vehiculo (n=9) o 2-bromopalmitato (n=9). No se observaron diferencias en la LTP hasta los 90 minutos
(ANOVA bidireccional, veh F1,8=0,5384 P=0,5162, prueba post hoc de Bonferroni P=0,0864; 2-Br
F1,14=0,5384 P=0,5162, prueba de Bonferroni prueba post-hoc P= 0,0683). Las lineas continuas
representan el fEPSP antes de HFS y las lineas punteadas representan el fEPSP después de HFS.
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6.5 La inhibicion de las enzimas PATs disminuye la expresién de proteinas
involucradas en plasticidad sinpticay la consolidacion de la memoria espacial.

Para describir los posibles mecanismos celulares que pudieran estar alterados como
consecuencia de la inhibicibn de las enzimas PATs, se evalud la expresion del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y sinapsina (Syn), como consecuencia del
entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris y bajo los efectos del inhibidor 2-
bromopalmitato. La adquisicion de la informaciéon espacial como consecuencia del
entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris (MWM) indujo el aumento en la expresion
de la proteina BDNF en el grupo vehiculo comparado con el grupo control, los cuales nadaron
durante 10 sesiones de 1 minuto en ausencia de la plataforma de llegada. Interesantemente,
la administracion de 2-bromopalmitato antes del entrenamiento disminuy6 la expresion de la
proteina BDNF al mismo nivel del grupo control (Figura 5a). De igual manera, la expresion de
la proteina Syn disminuy6 en el grupo tratado con el inhibidor 2-bromopalmitato comparado
con las ratas tratadas con el vehiculo (Figura 5b). Estos resultados nos permiten concluir que
la expresion de proteinas requeridas durante la plasticidad sinéptica y la consolidacion de la
memoria espacial dependen de la actividad de las enzimas PATs. Este resultado sugiere
fuertemente que la palmitoilacién de proteinas contribuye a la regulacion de la expresion de

proteinas, que permiten la formacién y el mantenimiento de la memoria espacial.
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Figura 5. La inhibicion de las enzimas PATs en el hipocampo reduce la expresién del factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y la sinapsina (Syn). La inhibicién de las enzimas PATs
se realiz6 después del entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris y 4 horas después, las ratas
fueron sacrificadas. a) El grupo vehiculo (n=10) tuvo una mayor expresién de la proteina BDNF
comparado con el grupo control (n=12) (ANOVA de una via, P=0.0047, analisis post-hoc de Tukey,
Control vs Vehiculo, p-value ajustado: 0.0055), mientras el grupo 2-bromopalmitato (2-Br) (n=10)
expreso la proteina BDNF al mismo nivel que el grupo control (analisis post-hoc de Tukey, Control vs
2-Br, p-value ajustado:0.69; vehiculo vs 2-Br, p-value ajustado: 0.02). b) El grupo vehiculo (n=8) tuvo
una mayor expresion de la proteina sinapsina comparado con el grupo control (n=10) (ANOVA de una
via, P=0.0003, analisis post-hoc de Tukey, Control vs Vehiculo, p-value ajustado: 0.0025). Por otro
lado, el grupo 2-bromopalmitato (2-Br) (n=8) no incrementd la expresion de la proteina, sino que se
mantuvo al nivel de expresién del grupo control (andlisis post-hoc de Tukey, Control vs 2-Br, p-value
ajustado:0.58; vehiculo vs 2-Br, p-value ajustado: 0.0004).
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Laberinto acuatico de Morris
Adquisicién(cm/ LTM

S) (cm/s)
Antes de entrenamiento
Vehiculo 23.46
22.03+1.68 5 64
2-Bromopalmitato 2294 + 0.55 2542 +
4.27
Después de
entrenamiento
Vehiculo 24.36 +
2419+ 1.71 2.74
2-Bromopalmitato 25.78 £

25.07 + 1.85 0.81
Después LTM

Vehiculo 26.13 £
2453 +2.77 0.75
2-Bromopalmitato 21.33 %

22,22 £ 3.51 5.67
Memoria de localizacién de objetos

Adquisicién(s) LTM (s)

Antes de entrenamiento

Vehiculo 14.37 £
16.78 + 3.63 5 75
2-Bromopalmitato 1718 + 8.51 13.55 +
2.44
Después de
entrenamiento
Vehiculo 18.28 +
23.60 + 5.89 8.56
2-Bromopalmitato 26.62 + 5.78 1531 +
5.24
Antes LTM
Vehiculo 12.57 +
22.38 £ 2.07 353
2-Bromopalmitato 23 55 + 728 %37.37 i

Memoria de reconocimiento de objetos
Adquisicién(s) LTM (s)

Después de

entrenamiento

Vehiculo 15.14 +
15.70 £ 7.69 717

2-Bromopalmitato 1717 + 8.51 ;3425 *

Tabla 1. Velocidad de nado y tiempos totales de exploracion de objetos en tareas de memoria espacial.
Velocidad de nado para los grupos vehiculo y 2-bromopalmitato antes del entrenamiento, después del
entrenamiento y antes de la memoria a largo plazo (LTM) en el laberinto acuético de Morris (seccion
1). Tiempos totales de exploracibn de objetos en la memoria de localizacibn y memoria de
reconocimiento de objetos (secciones 2 y 3). Todos los datos se muestran como media + SEM.
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7. DISCUSION

Dado que la participacion de las enzimas PATs en los procesos de aprendizaje y memoria
aun se comprende de manera limitada, en este trabajo se utiliz6 una aproximacion
farmacologica, empleando un inhibidor de las enzimas PATSs para revelar el papel funcional
de la palmitoilacion de proteinas en las fases de la memoria espacial. A pesar de que se ha
reportado que el inhibidor 2-bromopalmitato inhibe enzimas relacionadas con el metabolismo
de lipidos (Coleman et al., 1992; Quach et al., 2016), los estudios de su cinética de inhibicion
han demostrado que tiene una afinidad mayor por las enzimas PATs (Zheng et al., 2013), por
lo que su uso a bajas concentraciones permite inhibir la actividad de las enzimas PATSs sin
alterar otros mecanismos celulares, siendo el Unico inhibidor validado en modelos in vivo e in
vitro para inhibir la palmitoilacién de proteinas (Lan et al., 2021). Adicionalmente, aun
cuando en este trabajo no se evalué directamente el efecto del 2-bromopalmitato sobre la
inhibibién de la palmitoliacién de las proteinas, ha sido ampliamente reportado su efecto
inhibidor de la palmitoilacién de proteinas dependientes de las enzimas PATs ( Webb et al.,
2000; Jennings et al., 2009; Van-dolah et al., 2011; Davda et al., 2013; Mukai et al., 2016) por
lo que en este trabajo, el efecto del 2-bromopalmitato como inhibidor de las enzimas PATSs se

presume bonafide.

La adquisicion de la informacion espacial requiere de la palmitoilacion de proteinas

La inhibicion de las enzimas PATs durante el entrenamiento, es decir durante la fase de
adquisicion del laberinto acuéatico de Morris (MWM) y la memoria de localizacion de objetos
(OLM) impidi6 la adquisicién de la informacion espacial, por lo que la memoria no se expreso
conductualmente durante la LTM. En este sentido, reportes previos indican que el aprendizaje
aumenta temporalmente la palmitoilacion de proteinas para establecer la memoria espacial
(Li et al., 2010; Brigidi et al., 2015). Los resultados sugieren que la inhibicién de la actividad
de las enzimas PATs antes de la adquisicion impide la memoria de corto plazo (STM) y la
memoria de largo plazo (LTM). En este sentido, se ha reportado que la STM requiere una
modificacion postraduccional transitoria y no estabilizada de proteinas. Por ejemplo, la
fosforilacion de PSD95 y NMDAR (Fukata et al., 2004; Hayashi et al., 2021) induce cambios
plasticos en las redes neuronales involucradas (Morgado-Bernal, 2011) que pueden ser
transitorios o de larga duracién. Ademas, se ha observado la movilizacién lateral de los
receptores glutamatérgicos en la membrana celular hacia las balsas lipidicas durante el
aprendizaje espacial (Delint-Ramirez et al., 2008), un proceso regulado por la palmitoilacion

de proteinas (Linder & Deschenes, 2007; Levental et al., 2010; Delint-Ramirez et al., 2011,
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Nadolski & Linder, 2007; Kim et al., 2013; Ernst et al., 2018). Por lo tanto, se sugiere que el
bloqueo de la actividad de las enzimas PATs potencialmente afecta las dinamicas de
transporte, localizacién, movilizacion a través de balas lipidicas e interacciones proteina-
proteina durante la formacion de la memoria espacial. Al respecto, recientemente se ha
reportado que la actividad de la enzima PAT DHHC2 en el hipocampo es necesaria para la
formacion de memoria de miedo contextual y la plasticidad sinaptica. El silenciamiento del
MRNA para la sintesis de la enzima DHHC2 reduce la capacidad de la proteina AKAP150
para asociarse con la proteina PSD-95, interaccion clave para la insercion de receptores
AMPA en la sinapsis, proceso necesario para la plasticidad sinaptica y el aprendizaje (Meng-
Die et al., 2022). Dado que la inhibicion bonafide de la actividad de las enzimas PATs impidi6
la adquisicibn de la memoria espacial en ambos modelos conductuales, las ratas no
expresaron STM o LTM, lo que se evidencia en una latencia mas prolongada para encontrar
la plataforma y un menor nimero de cruces a través del area de la plataforma en MWM, y un
menor indice de reconocimiento en el OLM. Estos resultados sugieren que la actividad de las

enzimas PATs dentro de CA1 es necesaria para el aprendizaje de la memoria espacial.

La consolidacion de la memoria espacial requiere la palmitoilacion de proteinas

Los procesos moleculares que comienzan durante el entrenamiento se extienden a eventos
posteriores que subyacen a la consolidacion (Abel y Lattal, 2001; Florian & Roullet, 2004).
Los resultados sugieren que una vez que las ratas aprenden informacion espacial en los
paradigmas MWM y OLM, la inhibicién de la actividad de las enzimas PATs impide la
consolidacion de la memoria. Esto sugiere que el deterioro de la consolidacion podria ser
consecuencia de una interrupcioén de la sintesis de proteinas de novo o del trafico de proteinas
preexistentes. La sintesis de proteinas requiere de la activacién de vias de sefializacion
dependientes de la entrada de cationes a las neuronas. La entrada de cationes depende de
receptores ionotrépicos y canales i6nicos dependientes de voltaje, cuya localizacion,
movilizacién lateral e interaccién con otras proteinas (como las proteinas de ensamblaje) son
regulados por palmitoilacion (Thomas & Huganir, 2013; Jeyifous et al., 2016; Hayashi, 2021;
Cassinelli et al., 2022). Debido a que, el calcio intracelular activa proteinas cinasas, como
PKA, PKC, CAMKII, calcio/Calmodulina, entre otras, que activan a factores de transcripcion
gue se translocan al nucleo e inician la transcripcion para la sintesis de proteinas (Hernandez
& Abel, 2008; Zhou et al., 2011; Jarome & Helmstetter, 2014). La inhibicion de la palmitoilacion
después del aprendizaje podria reducir la capacidad de estos mecanismos de entrada de
iones para activar las vias de sefializacion que permiten la sintesis proteica; o bien podria

promoverse la sintesis proteica, pero la movilizacion de dichas proteinas podria estar
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alterada, impidiendo su funcionamiento normal e impactando en la consolidacion de la
memoria espacial. Por lo tanto, se evaluo la expresion del factor neurotrofico derivado del
cerebro (BDNF) y sinapsina (Syn) en el hipocampo, como consecuencia del entrenamiento
en el laberinto acuatico de Morris y bajo los efectos del inhibidor 2-bromopalmitato. BDNF es
una proteina de expresion temprana necesaria para la induccion de la plasticidad sinaptica y
la consolidacién de la memoria espacial. En el hipocampo, BDNF activa la via TrkB/IP3, la
cual es esencial para la consolidacion de la memoria espacial (Yamada & Nabeshima, 2003)
y la plasticidad sinaptica (Rose et al., 2004; He et al., 2005). Ademas, la disminucién de la
expresion del BDNF o el uso de inhibidores de su receptor TrkB han demostrado tener efectos
perjudiciales sobre la formacion de la memoria (Bekinschtein et al., 2008; Cunha et al., 2010;
Papaleo et al., 2011). A su vez, la activacion de los receptores TrkB presinapticos dependiente
de BDNF promueve la fosforilacién de la proteina sinapsina, la cual regula la neurotransmisién
en las terminales presinapticas, siendo actores claves en la modulacion fina de la plasticidad
neuronal (Cesca et al., 2010) y en la consolidacion de la memoria espacial (Yu et al., 2022).
Estas evidencias apoyan el papel crucial de las proteinas BDNF y sinapsina en la plasticidad

neuronal y en la formacién y retencién de la memoria.

La expresion de las proteinas BDNF y sinapsina en el hipocampo requieren de la actividad

de las enzimas PATs

El aprendizaje espacial induce el incremento en la expresion de proteinas que participan en
el remodelamiento de la arquitectura sinaptica, modificando las propiedades y fuerza de la
comunicacion neuronal, a través de la formacion de nuevas conexiones sinapticas para
permitir el almacenamiento de dicha informacién y conducir el paso de las modificaciones
sinapticas de una memoria labil y temporal a una memoria de largo plazo (Yamada et al.,
2017). El efecto de la inhibicién de las enzimas PATs después del entrenamiento en la LTM
sugiere una interferencia con los mecanismos celulares de consolidacién. Una posible
explicacién es que la inhibicién de la palmitoilacion de proteinas interfiere con el proceso de
sintesis proteica, que podria ocurrir a dos niveles diferentes. A nivel transcripcional, la
inhibicion de la palmitoilacion de proteinas podria impedir que se activen los mecanismos de
influjo catiénico que conllevan a la translocacion de factores de transcripcion al nicleo para
iniciar la transcripcion del mMRNA, un proceso descrito tanto en plasticidad sindptica como en
la consolidacion de la memoria (West et al., 2002; Kandel et al., 2014; Goto, 2022).
Igualmente, la palmitoilacion de las histonas H3 y H4 modifica la estabilidad de los tetrdmeros
H3/H4, para promover el relajamiento de la cromatina (Wilson et al., 2011; Jin et al., 2020) y

la transcripcion global del mRNA, puesto que la palmitoilacién de la histona H4 incrementa la
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actividad de la RNA polimerasa Il. De manera interesante se ha mostrado que la
palmitoilacion de la histona H4 estd controlada por enzimas PATs dependientes de calcio
(Zou et al., 2011). A nivel postraduccional, la palmitoilacion se requiere para el transporte y
distribucion de las proteinas a sus destinos celulares (Greaves & Chamberlain, 2007). Debido
a esto, surge la hipotesis de que la inhibicién de la palmitoilacién de proteinas no afecta los
mecanismos asociados a la sintesis proteica, pero las proteinas no pueden ejercer su funcién
adecuadamente puesto que los mecanismos de transporte y distribucién han sido abatidos,
impidiendo la consolidacién de la memoria espacial. La aproximacion experimental utilizada
muestra que el aprendizaje espacial induce un aumento en la cantidad de las proteinas BDNF
y sinapsina, y esta cantidad se ve reducida como consecuencia de la inhibicion de la
palmitoilacion de proteinas. Estos resultados sugieren entonces que la palmitoilacion de
proteinas se requiere para la sintesis proteica, y su inhibicién irrumpe con los procesos de
consolidacién de la memoria espacial. Este efecto ha sido ampliamente reportado. El
impedimento del proceso de consolidacion mediante manipulaciones farmacolégicas como
los inhibidores de la sintesis de proteinas atenuUa la estabilizacion de nuevas conexiones
sindpticas, lo que da como resultado un deterioro en el mantenimiento de la memoria espacial
(Bradshaw et al., 2003; Raven et al.,, 2021; Kaushik et al., 2022; Guo et al., 2023). La
estabilizacion de una memoria implica, entre otros, cambios de permeabilidad al calcio en los
receptores AMPA en la postsinapsis, un mecanismo regulado por el recambio en el ciclo de
palmitoilacion/despalmitolacion de proteinas (Dekker et al., 2010; Fukata & Fukata, 2010; Lin

& Conibear, 2015) para activar los mecanismos de sintesis de nuevas proteinas.

Estos resultados y la aproximacién experimental utilizada en este trabajo no permiten
descartar la posibilidad de que la disminucion en la cantidad de las proteinas BDNF y
sinapsina como consecuencia de la inhibicién de la palmitoilacién de proteinas, sea a causa
de una mayor tasa de degradacion proteica via el sistema ubiquitina-proteosoma. Sin
embargo, se ha reportado que la palmitoilacion de proteinas facilita la degradacion de las
mismas a través del sistema ubiquitin-proteosoma (Holland & Thomas, 2017), incluyendo a
la proteina (-catenina (Zhang et al., 2023), por lo que la inhibicién de la palmitoliacion de
proteinas deberia incrementar, pero no disminuir, la cantidad de proteina BDNF y sinapsina.
Adicionalmente, la cantidad de las proteinas BDNF y sinapsina como consecuencia de la
inhibicion de la palmitoilacion es similar a la cantidad de las proteinas BDNF y sinapsina en
los grupos control, lo que sugiere una reduccidon en la sintesis de proteinas, pero no un

incremento de la tasa de degradacion via el sistema ubiquitin-proteosoma.
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La palmitoilacion de proteinas es necesaria durante la comunicacion basal entre las neuronas
presinpticas del CA3 y las neuronas postsindpticas del CA1 y para la induccién de la
plasticidad sinaptica en el hipocampo

El andlisis electrofisiologico muestra una comunicacion basal disminuida como resultado de
la inhibicién bonafide de la actividad de las enzimas PATs en la via de las colaterales de
Schaffer en el hipocampo. La transmisién basal depende de mecanismos celulares
presinapticos y postsinpticos para controlar la comunicacion de neurona a neurona. En la
neurona presinaptica, la palmitoilacion de proteinas como sinapsina, entre otras, regula la
fusion de las vesiculas sinapticas para la liberacion de neurotransmisores (Fasshauer et al.,
1997; Veit et al., 2000; Prescott et al., 2009). Adicionalmente, la comunicaciéon neuronal
requiere de receptores postsindpticos de neurotransmisores excitatorios en la hendidura
sinaptica, principalmente los receptores NMDA y AMPA (Reiner & Levitz, 2018). En este
sentido, la movilizacion lateral y la actividad de estos receptores esta mediada por la
palmitoilacién de proteinas (El-Husseini et al., 2002; Thomas & Huganir, 2013; Jeyifous et al.,
2016), por lo que la disminucion de la transmision basal y la alteracién de la facilitacion
sindptica debido a la inhibicion de las enzimas PATs podria explicar las alteraciones de
mecanismos presinapticos y postsinapticos que causen esta disminucion de la comunicacion
durante la actividad basal. Es importante destacar que, aunque se han reportado enzimas
PATs dependientes de actividad en el hipocampo (Brigidi et al., 2015; Shimell et al., 2021),
nuestros hallazgos sugieren la existencia de enzimas PATs que también regulan los

mecanismos celulares durante la actividad neuronal basal.

Aunque hay muchas preguntas sobre la potenciacion de largo plazo (LTP) como modelo
explicativo de los mecanismos neuronales para la formacion y el mantenimiento de la
memoria, el estudio de la LTP ha proporcionado una forma de identificar y caracterizar los
mecanismos moleculares que potencialmente subyacen al almacenamiento de la memoria
(Rosenberg et al., 2014). Los resultados obtenidos en el protocolo de LTP in vivo revelan que
la inhibicion de las enzimas PATSs tiene un impacto significativo en la induccién de la LTP.
Esto sugiere que los mecanismos moleculares que participan en la induccion de la LTP, entre
los que se incluyen la exocitosis y la movilizaciébn de proteinas, como los receptores
glutamatérgicos, estan sujetos a regulacion por parte de las enzimas PATSs. Sin embargo, es
importante destacar que esta regulacion puede implicar otros mecanismos de modificacion
postraduccional que tambien participan el la induccién de la LTP (Spinelli et al., 2017, Yokoi
et al., 2016). Esta ampliamente reconocido que la activacion del receptor NMDA postsinaptico
en la LTP del hipocampo induce trafico y modificaciones de los receptores AMPA y otras

proteinas de manera secuencial de manera rapida en la membrana postsindptica para
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modular la fuerza de la transmision sinptica (Hayashi, 2021). Ademds, se sabe que la
actividad de los receptores NMDA se regula dindmicamente a través de la palmitoilacion de
proteinas (Traynelis et al., 2010; Lussier et al., 2015), para inducir la activacién de vias de
sefializacion directamente moduladas por el Ca+ intracelular. Por lo tanto, las modificaciones
postraduccionales desencadenadas por Ca+, incluida la palmitoilacién de proteinas, regulan
la actividad de los receptores glutamatérgicos para inducir plasticidad sinaptica. Sin embargo,
la potenciacion en la comunicacion neuronal no se alteré hasta los 90 minutos a pesar de la
inhibicién de las enzimas PATs después de la induccién de LTP. Esto sugiere que una vez
gue la fase de remodelamiento rapido en la movilizacién y relocalizacion de las proteinas
sinapticas ha concluido, la participacion de la palmitoilacién de proteinas es menor o nula,
dado que la arquitectura sinaptica es mas estable y el tiempo de vida media de las proteinas

modificadas es mayor.

La evocacion de la memoria espacial no requiere de palmitoilacion de proteinas

De igual manera, una vez que la memoria espacial se encuentra estable, la inhibicion de las
enzimas PATs ya no afecta la expresion conductual de dicha memoria, tanto en el MWM
como en el OLM durante la evocacién. No obstante, actualmente se sabe que la evocacion
de la memoria no es un proceso pasivo. Una vez que se evoca una memoria, la traza de la
memoria se desestabiliza y se activan mecanismos moleculares que inducen cambios
plasticos para actualizarla, un proceso denominado reconsolidacion (Rossato et al., 2006).
Aunque todavia se desconoce, es posible que la reconsolidacion probablemente requiera la
actividad de las enzimas PATs para inducir los cambios plasticos necesarios a fin de
actualizar las trazas de memoria. Por otro lado, se ha demostrado que las nuevas memorias
relacionadas con el hipocampo se integran de manera gradual con las memorias ya existentes
y se transfieren progresivamente a las estructuras corticales, lo que reduce la dependencia
del hipocampo. En consecuencia, no podemos descartar la posibilidad de que la transferencia
de informacion espacial desde el hipocampo a las estructuras corticales haya tenido lugar
antes de la LTM. En este contexto, cabe esperar que la inhibicién de la palmitoilacion en el
hipocampo ya no tenga un impacto en la evocacion conductual de la memoria espacial. En
este sentido, se ha planteado la transferencia de la memoria desde el hipocampo a las
estructuras corticales implica sucesivas reactivaciones de los circuitos cortico-hipocampales,
lo que demanda un periodo de tiempo relativamente prolongado, que podria extenderse
durante semanas, meses o incluso afios, aunque este proceso comienza dias después de la
formacion de la memoria (Mednick et al., 2011). Por otro lado, diversos informes sugieren que

la alteracién o inhibicion de los circuitos hipocampales antes de la evocacion de la memoria
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espacial 24 horas después del entrenamiento impide su expresién conductual (Akbari et al.,
2006; Dubue et al., 2015; Ashourpour et al., 2022). Adicionalmente, los resultados de la
inhibicion de la palmitoilacion después de la estimulacion de alta frecuencia para inducir LTP
sugieren que una vez que se han completado los procesos de plasticidad sinaptica que tienen
lugar durante la formacion y consolidacion de la memoria, la inhibicién de la palmitoilacion ya
no afecta la comunicacion sinaptica. En conjunto, estas evidencias respaldan la hipotesis de
gue la palmitoilacién de proteinas en el hipocampo ya nho es necesaria una vez que la memoria

espacial ha sido consolidada.

Perspectivas

Los hallazgos reportados en esta investigacion indican que la administracion del 2-
bromopalmitato interfiere en los procesos de aprendizaje y la formacion de la memoria, lo que
sugiere que dichos procesos requieren de la palmitoilacién de proteinas. Sin embargo, no se
analiz6 si la inhibicién de la palmitoilacion de proteinas en efecto habia ocurrido. Aunque el
efecto inhibitorio del 2-bromopalmitato en la palmitoilaciéon de proteinas ha sido ampliamente
reportado, la medicion de la palmitoilacion de proteinas bajo el efecto del 2-bromopalmitato
usando los protocolos conductuales o electrofisiolégicos empleados en este trabajo

fortaleceria las hip6tesis aqui expuestas.

Aunado a lo anterior, es importante destacar que las aproximaciones experimentales
utilizadas en este estudio no permiten identificar con precision las vias moleculares
especificas a través de las cuales la palmitoilacion de proteinas afectaria la adquisiciéon y
consolidacion de la memoria espacial. Esta limitacion se debe en gran medida a la naturaleza

no selectiva del inhibidor empleado, que se une a todas las enzimas PATS.

Dado que la palmitoilacibn de proteinas influye en numerosas proteinas sinapticas, es
plausible que este inhibidor afecte la actividad general de todas las enzimas PATs. Puesto
gue no existe inhibidores selectivos de las enzimas PATS, resulta complicado discernir cuales
de las 23 enzimas PATs previamente reportadas desempefian un papel especifico en las
fases de adquisicion y consolidacién de la memoria espacial, asi como en los procesos de

plasticidad sinaptica.

Para abordar esta limitacién, se sugiere que la generacion de mutantes con pérdida de
funciébn de cada una de las enzimas PATs identificadas en el sistema nervioso central

permitiria un analisis mas detallado de los mecanismos subyacentes a la palmitoilacion en la
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formacion y el mantenimiento de la memoria espacial, asi como las vias moleculares

involucradas.

Adicionalmente, es probable que la dindmica de palmitoilacion de proteinas esté sujeta a una
regulacion temporal. Por lo tanto, seria de interés investigar la regulacion temporal de
proteinas clave en los procesos de aprendizaje y memoria, como, por ejemplo, las proteinas
de ensamblaje (PSD95, AKAP 150) y los receptores glutamatérgicos (NMDA y AMPA). Esto
podria lograrse mediante el uso de metodologias que permitan el intercambio de grupos
lipidicos por compuestos biotinilados, lo que facilitaria su visualizacion. En estudios previos,
este enfoque experimental ha permitido identificar la palmitoilacion de &-catenina dentro de
la primera hora después de la adquisiciébn en un protocolo de condicionamiento al miedo
contextual, y su inhibiciéon se asocié con una disminucién en el aprendizaje (Brigidi et al.,
2014).

Por ultimo, los resultados de la investigacion sugieren que la palmitoilacion de proteinas es
esencial para la sintesis de proteinas durante la consolidacién de la memoria espacial. No
obstante, el estudio no proporciona informacién sobre si la inhibicion de la palmitoilacion
afecta la transcripcion de los genes BDNF y sinapsina. Para abordar esta interrogante, seria
relevante llevar a cabo la determinacion de la expresién del mMRNA mediante gRT-PCR de
estos genes, asi como de otros genes de expresion temprana. Estos analisis ayudarian a
aclarar el posible impacto de la inhibicion de la palmitoilacion en la regulacion génica asociada

con la consolidacion de la memoria espacial.
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8. CONCLUSION
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A nivel conductual, la adquisicién y consolidacion, pero no la evocacién, de la memoria
espacial requieren de la palmitoilacion de proteinas. Ademas, los mecanismos de plasticidad
singptica también dependen de la palmitoilacién de proteinas, tanto en la comunicacion
neuronal basal como en la induccion de la LTP. Sin embargo, una vez inducida la LTP, la
administracion de un farmaco que inhibe la palmitoilacibn de proteinas no altera la
comunicacion sinaptica. Por Ultimo, la expresiéon de las proteinas sinapsina y BDNF,
requeridas durante la consolidacion de la memoria espacial, es dependiente de la
palmitoilacién de proteinas.
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10. ANEXOS

Como producto principal de los estudios de posgrado, se realiz6 la siguiente publicacién:
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Protein palmitoylation regulates trafficking, mobilization, localization, interaction, and distribution of proteins
through the palmitoyl acyltransferases (PATs) enzymes. Protein palmitoylation controls rapid and dynamic
changes of the synaptic architecture that modifies the efficiency and strength of synaptic connections, a
fundamental mechanism to generate stable and long-lasting memory traces. Although protein palmitoylation in
functional synaptic plasticity has been widely described, its role in learning and memory processes is poorly
understood. In this work, we found that PATs inhibition into the hippocampus before and after the training of
Morris water maze (MWM) and object location memory (OLM) impaired spatial learning. However, we
demonstrated that PATs inhibition during the retrieval does not affect the expression of spatial memory in both
MWM and OLM. Accordingly, long-term potentiation induction is impaired by inhibiting PATs into the hippo-
campus before high-frequency electrical stimulation but not after. These findings suggest that PATs activity is
necessary to modify neural plasticity, a mechanism required for memory acquisition and consolidation. Like
phosphorylation, active palmitoylation is required to regulate the function of already existing proteins that
change synaptic strength in the hippocampus to acquire and later consolidate spatial memories.

1. Introduction and Thomas, 2015; Fukata et al., 2016), and a family of 23 PATs en-

zymes has been identified in mammals. Most PATs are transmembrane

Protein palmitoylation, the thioester linkage of saturated 16-carbons
palmitate to cysteine residues, is a reversible process that is dynamically
regulated by specific cellular stimuli. Palmitoylation serves both to
tether proteins to membranes and to direct their localization to specific
membrane regions (Camp and Hofmann, 1993; Conibear and Davis,
2010; Rocks et al., 2010; Salaun et al., 2010; Kong et al., 2013; Vartak
et al., 2014) and emerges as a crucial conserved mechanism to orches-
trate the subcellular distribution of synaptic proteins. Palmitoylation
participates in many aspects of neuronal development, regulation of
neurotransmission and synaptic plasticity in the nervous system through
the mobilization, localization, and compartmentalization of proteins (Ji
and Skup, 2021). Protein palmitoylation is catalyzed by palmitoyl
acyltransferase enzymes (PATs) (Fukata and Fukata, 2010; Montersino

enzymes located in the Golgi apparatus and the endoplasmic reticulum.
In the brain, PATs ZDHHC2, ZDHHCS5, ZDHHC8 and DHHC17 have been
found in dendrites and spines to regulate the location, mobilization, and
function of multiple signalling proteins, including ionotropic and
metabotropic glutamate receptors (Hayashi et al., 2005, 2009; Noritake
et al., 2009; Milnerwood et al., 2013 Zargba-Koziol et al., 2018), PSD-95,
Cdc42, §-catenin, among others. In the brain, palmitoylation has
received attention because of its contribution to modulate synaptic
plasticity through ionotropic and metabotropic glutamatergic receptor’s
location, mobilization, and function in response to neural activity
(Hayashi et al., 2009; Thomas and Huganir, 2013; Han et al., 2015;
Jeyifous et al., 2016).

It is well established that glutamatergic signalling modules long-term

Abbreviations: HIP, hippocampus; HFS, high frequency stimulation; LTD, long-term depression; LTP, long-term potentiation; MWM, Morris water maze; OLM,

Object location memory; PATs, palmitoyl acyltransferases.
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potentiation (LTP) and long-term depression (L'TD). These two forms of
synaptic plasticity have been extensively studied and are considered
cellular correlates of learning and memory processes (Liischer and
Malenka, 2012; Takeuchi et al., 2013; Ji and Skup, 2021). Numerous
studies have demonstrated that defects in protein palmitoylation are
associated with several neurological disorders that lead to cognitive
impairment (Fukata and Fukata, 2010; Cho and Park, 2016; Melo et al.,
2020; Zareba-Koziol et al., 2018). Moreover, the deletion of the palmi-
toyl acyltransferase ZDHHC8 in mice through 22q11.2 chromosome
deletion displays dendritic spine deficit and impairs structural plasticity
(Mukai et al., 2008).

‘The role of palmitoylation in functional synaptic plasticity has been
well documented and extensively investigated (Thomas and Huganir,
2013; Matt et al., 2019; Sohn and Park 2019; Hayashi, 2020; Ji and
Skup, 2021). However, just a few studies show the relevance of PATs in
spatial memory (Milnerwood et al., 2013; Brigidi et al., 2014). Hence,
the role of PATs activity in the different stages of distinct forms of
hippocampus-dependent memories still needs to be better understood.
To understand the impact of protein palmitoylation on learning and
memory processes, we aimed to determine the effect of pharmacological
inhibition of PATs on rat hippocampal plasticity and behavioral
responses.

In this work, we studied the effect of PATs inhibition in the acqui-
sition, consolidation, and retrieval of spatial hippocampal-dependent
memories. We found that the inhibition of PATs activity in the dorsal
hippocampus impairs the acquisition and consolidation but not retrieval
of spatial memories. However, PATs inhibition did not interfere with the
consolidation of non-hippocampal-dependent memories, like the object
recognition memory. Additionally, we showed that PATs inhibition in-
terferes with the synaptic plasticity, measured through the long-term
potentiation (LTP) of the Schaffer Collaterals hippocampal pathway.
In summary, these results suggest that protein palmitoylation modulates
synaptic strength underlying acquisition and consolidation of spatial
memory in the hippocampus.

2. Methods
2.1. Animals

Two-month-old (250-350 g) male Wistar rats were used for all ex-
periments. Rats were housed individually at 18-22 °C, 45-55 % hu-
midity, under a 12/12 h light/dark cycle with free access to food and
water. All experiments were conducted during the light period of the
cycle. All experiments were approved by Instituto de Fisiologia Celular
(FBR125-18) of the Universidad Nacional Autonoma de Mexico and
complied in accordance with the Official Mexican Standard (NOM-062-
700-1999).

2.2. Drugs

Previous studies have shown that 2-Bromopalmitate inhibits a wide
range of members of palmitoyl acyl transferases family (Webb et al.,
2000; Pedro etal., 2013). Kinetic studies of 2-Bromopalmitate inhibitors
have demonstrated that the DHHC PATSs activity is irreversibly and
strongly inhibited when tens to hundreds of micromolar concentrations
are used in in vitro experiments (Jennings et al., 2009). Van Dolah et al.
(2011) also demonstrated that the 2-Bromopalmitate (600 ApM, same
conditions used during our experiments) inhibits the palmitoylation of
GluR1 and GluR3 subunits of AMPA receptors in the nucleus accumbens,
therefore, the motor activity of animals is altered. 2-Bromopalmitate (2-
Bromohexadecanoic acid, 21604, Sigma-Aldrich) was prepared in stock
solution at 3.0 mM dissolved in 25 % DMSO (D8779, Sigma-Aldrich).
Stock solution aliquots were stored at —70 °C for up to 2 months. The
stock solution was diluted to 600 uM with 0.9 % saline solution (final
DMSO concentration 5 %) before intra-hippocampal microinfusions.
The vehicle solution contains the same concentration of DMSO.
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2.3. Stereotaxic surgery and microinfusion.

Rats were anaesthetised with an intraperitoneal injection of keta-
mine (70 mg/kg of body weight) and xylazine (15 mg/kg of body
weight). After induction of anesthesia, rats were placed in a stereotaxic
apparatus (51603, Stoelting). An incision in the scalp was made and the
head position was adjusted to a horizontal plane. Bilateral 23G stainless
steel cannulas (10 mm long) were implanted into the dorsal hippo-
campus (from bregma AP: —3.6 mm; ML: +3.0; DV: —1.3). The stereo-
taxic coordinates were selected according to Paxinos and Watson, 1996.
Two screws were located anterior and posterior to the cannulas. Can-
nulas and screws were anchored with dental adhesive and dental acrylic
cement. Stylets were inserted into guide cannulas to prevent clogging.
Rats were allowed to recover for ten days before behavioral
experiments.

Microinfusions were performed with a 30G infusion needle (4000-
74-BX, Monoject™) extended 2.0 mm from the tip of the guide cannula.
Microinfusion needles were connected through polyethylene tubes to 10
pl Hamilton microsyringes driven by a microinfusion pump (Cole
Parmer Instruments). Intra-hippocampal microinfusions were per-
formed 15 min before or after training, and they consisted of 1.0 pl per
hemisphere at a rate of 0.25 pyl/min and 2 min for diffusion.

2.4. Morris water maze training

The water maze apparatus consisted of a black, circular fiberglass
pool (170 em diameter) filled with water. A black escape platform
(15cmx15cmx40cm) was located on the center of the pouis target (T)
quadrant, 2 cm below the water surface and 30 cm from the pool walls
edge. Internal cues (white circle and square, 12 cm side) were located on
the walls of the left (L) and right (R) quadrants. Low energy bulb was
located 1.5 m above the pool. A video camera was mounted above the
apparatus to record trials with Debut Video Capture-NCH computer
software version 5.73. The rats were handled for three consecutive days
for 3 min before training to reduce stress levels. Training phase was
performed by 1 day. During the training session, rats performed 10 trials
of training. The rats were placed into the pool near and facing the pool
wall from one of the ten starting positions previously established for
each trial. Animals were allowed to swim and reach the escape platform
for a limited time of 60 s. Time was recorded as latency to the hidden
platform in seconds. If the rats failed to find the platform, they were
guided there by the experimenter. Once on the platform, rats remained
there for 30 s before being placed in an open box for an inter-trial in-
terval of 30 5. After the inter-trial interval, rats were returned to the pool
for the next trial. After the end of the last trial, rats were returned to their
home cage. The long-term memory (LTM) test was performed twenty-
four hours after the training session. During the LTM test, the platform
was removed, and rats were placed into the pool near and facing the
opposite (0) quadrant wall for a single 60 s trial. After the 60 s, rats were
returned to their home cages. Video records from the LTM test were
analyzed offline for latency to the platform area in seconds and the
number of crossings to the platform area.

2.5. Object location memory training

The apparatus consisted of a square wooden arena (40 x 40 x 40 cm)
coated with grey paint, covered with a thin sawdust layer and a rect-
angular black and white striped cue. The objects to be discriminated
were a light bulb (3 x 3 x 10 ecm) and a jar (3 x 3 x 6 cm). A video
camera was mounted above the apparatus to record trials with Debut
Video Capture-NCH computer software version 5.73. During three
consecutive days, rats were positioned into the arena without any object
for 5 min. During the training phase, rats were placed into the arena with
one light bulb and one jar located near the cue, and rats were allowed to
explore the objects for 5 min. Different groups of rats were evaluated for
short-term (STM) or long-term memory (LTM) tests. Ninety minutes
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after training, the STM test was assessed; rats were placed into the arena
with one light bulb and one jar for 5 min, one object was moved farther
from the cue. The position of the novel object was counterbalanced.
Twenty-four hours after training, the LTM test was performed similarly
to STM. The exploration time for each object was quantified offline. The
recognition index was calculated by dividing a familiar or novel loca-
tion’s exploration time by the total exploration time. Rats with a
recognition index near 0.5 during the training phase were included in
the analysis.

2.6. Object recognition memory training

The apparatus and objects to be discriminated against were like those
for OLM. During three consecutive days, rats were positioned into the
arena without any object for 5 min. During the training phase, rats were
placed into the arena with two copies of the same object (A) located near
the cue; rats were allowed to explore the objects for 5 min. Twenty-four
hours after training, a long-term memory (LTM) test was assessed; rats
were placed into the arena with one familiar object (A) and one novel
object (B) for 5 min. Novel objects were counterbalanced. Exploration
time for each object was quantified offline. The recognition index was
calculated by dividing the exploration time of object A or B by the total
exploration time. Rats with a recognition index near 0.5 during the
training phase were included for the analysis.

2.7. Electrophysiological recordings

Rats were anesthetized with an intraperitoneal injection of pento-
barbital sodium (20 mg/kg body weight) and intramuscular injection of
xylazine (15 mg/kg body weight); maintenance dose of pentobarbital
sodium (10 mg/kg body weight) was administered 60 min later. Once
anesthetized, rats were placed in a stereotaxic apparatus (51603,
Stoelting). An incision in the scalp was made and the head position was
adjusted to the horizontal plane. Responses were unilaterally evoked by
a bipolar concentric stainless steel stimulation electrode located in the
CAS3 region of the hippocampus (from bregma, AP: —2.2 mm; ML: -2.0
mm; DV:-1.5 mm). Unilateral responses were registered with a stainless-
steel monopolar electrode located in the CA1 region of the hippocampus
(from bregma, AP: —2.0 mm; ML: —1.4 mm; DV: —1.5 mm). Constant
0.2 mV current stimulation was provided by a Grass S48 stimulator and
delivered to the stimulating electrode through a Grass Stimulus Isolation
Unit (PSUI6). Evoked responses were sent to an amplifier Grass P5. The
electric signal was digitalized, stored, and analyzed using the software
Datawave SciWorks (Broomfield, CO, USA).

Input/output curves. I/0O curves were generated by systematic vari-
ation of the stimulus current (1x-10x) to determine the basal synaptic
efficiency. The relation between the entrance current and the output
voltage was measured in the CA3-CAl. The basal intensity was deter-
mined as the minimum stimulation required to evoke a 0.2 mV response.

Long-term potentiation induction. After an electrically evoked
response baseline was established for 15 min with a stimulus intensity
corresponding to 50 % of the EPSP maximum amplitude. The LTP was
induced by delivering four trains of stimulation (1 s, 100 Hz) with 20 s of
inter-train time. The post-stimulation evoked responses were registered
for 1 h. Long-term potentiation was calculated by the percentage of the
change of evoked response amplitude compared to the baseline. To
analyse the effect of PAT inhibition over long-term potentiation, four
groups were evaluated: vehicle and 2-bromopalmitate groups injected
15 min before LTP induction, and vehicle and 2-bromopalmitate groups
injected 15 min after LTP induction.

2.8. Nissl stain
After the LTM test, mice were sacrificed with an overdose of intra-

peritoneal pentobarbital monosodium (200 mg/kg). Intracardial perfu-
sion was performed with 100 mL of 0.9 % saline solution and pre-fixed
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with 100 mL of 4 % paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer so-
lution. Brains were removed and fixed in 4 % paraformaldehyde and
stored for one week. Brains were treated with 30 % sucrose at least two
days before slicing. Brains were sliced using a cryostat (Leica, CM1520)
in a 40 ym section and mounted on gelatin-coated microscope slides.
Slices were stained with modified Nissl protocol, briefly: hydration with
decreasing ethanol concentration, from 90 % ethanol to distilled water.
Slices were immersed in cresyl violet acetate (0.5 % cresyl violet acetate,
0.3 % glacial acetic acid in distilled water) per 2 min; stain excess was
washed with distilled water following immersions of 50 % ethanol per 1
min. After that, slices were washed with ethanol acid (1 % glacial acetic
acid in 70 % ethanol) for 2 min. Finally, slices were dehydrated and
mounted with a resin mounting medium.

2.9. Statistical analysis

Data were analysed using GraphPad Prism software version 8.0. The
Kolmogorov-Smirnoff test was performed for normal distribution. The
data were plotted as mean + SEM. Two-way ANOVA was used with
Bonferroni's post hoc test for MWM training, and a one-tailed unpaired
t-test was performed for Morris water maze LTM and OLM. Electro-
physiological recordings were analysed by repeated two-way ANOVA of
the baseline (15 min) and after high-frequency stimulation (last 15 min).
Post-hoc test analysis was performed with Bonferroni’s test and the P <
0.05 threshold was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Learning and consolidation of MWM memory are PATs activity-
dependent

We determined the role of palmitoylation in spatial learning and
memory during the acquisition, consolidation, and retrieval phases of
the Morris water maze (MWM), a behavioural task for rodents that relies
on distal cues to navigate around the swimming area to locate a plat-
form. Rats were administered with intra-hippocampal injections of an
irreversible inhibitor that binds covalently to the active site of the PATs
(2-bromopalmitate) (Davda et al., 2013). The training phase consisted of
ten trials and the long-term memory test was evaluated twenty-four
hours later for 1 min. Fig. la shows that rats administered with PATs
inhibitor 2-bromopalmitate before the training phase spent more time
searching for the hidden platform than the vehicle group during the
training trials. Consequently, during the long-term memory (LTM) test,
the 2-bromopalmitate group had a higher latency and fewer crossings to
the hidden platform area. To differentiate whether the effect of 2-bromo-
palmitate is on acquisition or consolidation of the task we administered
2-bromopalmitate or vehicle immediately after the last training. We
observed that although both groups of rats learned the spatial position of
the hidden platform, the 2-bromopalmitate group had a higher latency
and a lesser number of crossings to the hidden platform area during the
LTM test (Fig. 1b). To study whether active palmitoylation of proteins
plays a role in retrieving the spatial memory, we administered 2-bromo-
palmitate before the LTM test in trained rats. Inhibition of PATs did not
affect the latency and number of crossings to the hidden platform area
(Fig. 1c). Together, these findings indicate that PATs activity is neces-
sary for learning and consolidating spatial memory in the MWM task,
but not during the retrieval of the MWM task.

3.2. Acquisition and consolidation of object location memory are PATs
activity-dependent

We extended our results by evaluating the effects of palmitoylation
inhibition on object location memory (OLM), a spatial memory task
related to the ability of the rodent to discriminate the novel location of
an object. An advantage of the OLM is the short-term memory test to
compare the acquisition process. To this end, we tested the effect of
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Fig. 1. Inhibition of PATs impairs acquisition and consolidation of MWM Task. a) Microinjection of PATs inhibitor (2-bromopalmitate) or vehicle in the
hippocampus was performed 15 min before training and tested 24 h after long-term memory (LTM). The vehicle group decreased the arrival latency at the platform as
the trials progressed. The 2-bromopalmitate group remained constant along trials (two-way ANOVA: weatment Fy ;5 = 35.85, P = 0.0001; trial Foon = 5.654, P <
0.0001; interaction Fy oy = 7.557, P < 0.0001, Post-hoc Bonferroni test: trial 5 t;00) = 3.316, P = 0,0127, trial 6 t90) = 5.063, P < 0,0001; trial 7 (g0, = 5.815, P <
0.0001; trial 8 tyg; = 4.753, P < 0.0001; trial 9 9y = 5.063, P < 0.0001; trial 10 t(,90) = 5.726; P < 0.0001). Latency to reach the platform area was higher
(unpaired t-test, t;10; = 7.090, P < 0.0001). The number of crossings to the platform was lesser in a 2-bromopalmitate group than in the vehicle group (unpaired t-test,
Loy = 4.950, P = 0.0006). b) Rats were trained (lwo-way ANOVA: treatment F; ;o — 0.03823, P = 0.84809; trial F3 502,35 02 = 15.49, P < 0.0001; interaction Fo a9 —
0.5221, P — 0.8550),and immediately after were microinjected with 2-bromopalmitate or vehicle into the hippocampus. The latency to the platform area tends to be
higher (unpaired t-test, t0) = 2.626, P = 0.0254), and the number of crossings to the platform was lesser in the 2-bromopalmitate group than the vehicle group
(unpaired t-test, t,0) = 3.213, P = 0.0093). ¢) Rats were trained (two-way ANOVA: treatment F 1, = 0.08419, P = 0.7776; trial F,.070,40.70 = 7.016, P = 0.0002;
interaction Fg oy = 0.6527, P = 0.7490) and 15 min before the LTM test, rats were microinjected with 2-bromopalmitate or vehicle in the hippocampus. Latency to
platform area (unpaired t-test, t; gy = 0.9311, P = 0.3737) and the number of crossings to the platform was similar in both groups (unpaired t-test, t;q, = 0.2828, P —
0.7831). Syringe indicates the time of administration of 2-bromopalmitate or vehicle in the hippocampus. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001.

intrahippocampal administration of 2-bromopalmitate on the training
and consolidation of object location memory in rats. The training phase,
rats were allowed to freely explore two identical objects in specific po-
sitions for 5 min. During the memory test, the location of one of the
objects was changed to a novel location. To unveil the effect of PATs
inhibition in the training phase, we administered 2-bromopalmitate
before training. We observed a similar recognition index for both loca-
tions in the vehicle and 2-bromopalmitate groups, without preference
for any location. During the short-term memory test, the vehicle group
explored the object in a novel location vs. the object in a familiar
location. However, the 2-bromopalmitate group did not discriminate
between the object in a novel location compared to the object in a
familiar location (Fig. 2a), which means the acquisition was impaired.
Similar results were obtained for long-term memory test (Fig. 2b).
Then we studied the role of active protein palmitoylation on memory
consolidation through administration of 2-bromopalmitate immediately
after the training phase. Moreover, 2-bromopalmitate and control
groups displayed a good recognition memory during the short-term test,
spending more time exploring the object in the new location than the
familiar location (Iig. 2¢). These results indicate no lingering unspecific
effects on short-term memory by the drug. Nevertheless, during the

long-term memory test, the 2-bromopalmitate group had an impaired
memory showing a similar recognition index for both objects compared
with the vehicle group that strongly preferred to explore the object in a
novel location. In addition, the results showed that the 2-bromopalmi-
tate did not alter motor activity since the total exploration times
remained equal for both groups (see Table 1), Finally, the PATs inhibi-
tion does not impair long-term memory when administered before the
test (Fig. 2e). Therefore, we inferred that spatial information acquisition
and consolidation depend on PATs activity. However, protein palmi-
toylation is not relevant once spatial memory trace is established.
Therefore, we inferred that, like MWM, the spatial learning and memory
processes for OLM tasks require PATs activity,

3.3. Pats inhibition in the hippocampus does not impair hippocampal-
independent memories

To know whether PATs inhibition has permanent non-specific ef-
fects, we used object recognition memory (ORM), a hippocampus-
independent memory task (Balderas et al., 2008). Hence, we evaluated
the ability of rats to recognize a previously encountered object as
familiar by measuring the exploration time of two different objects. The
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Fig. 2. Inhibition of PATs impairs acquisition and consolidation of object location memory. a) Microinjection of PATs inhibitor (2-bromopalmitate) or vehicle
in the hippocampus was performed 15 min before training (vehicle, unpaired t-test, t(10) = 1.789, P = 0.1039; 2-Bromopalmitate, unpaired (-test, t(;2) = 2.111, P =
0.0564) and tested 90 min later for STM. Although the vehicle group has a high recognition index of the object in a new position (NP) (unpaired t-test, t¢y — 5.693,
P — 0.0002), the 2-bromopalmitate group shows a similar recognition index for objects in a new position and familiar position (FP) (unpaired t-test, t;; — 1.814, P —
0.0948). b) Microinjection of PATSs inhibitor (2-bromopalmitate) or vehicle in the hippocampus was performed 15 min before training (vehicle, unpaired t-test, t(12)

1.041, P — 0.3183; 2-bromopalmitate, unpaired t-test, t(;) — 0.9602, P — 0.3596) and tested 24 h after for LTM. In contrast, the vehicle group recognizes the new
position (unpaired t-test, t;o) = 7.972, P < 0.0001), the recognition index of the 2-bromopalmitate group was similar for objects in novel and familiar positions
(unpaired t-test, t0) = 1.137, P = 0.2820). ¢) Rats were allowed to explore objects for 5 min (vehicle, unpaired t-test, t;0) = 0.6226, P = 0.5475; 2-bromopalmitate,
unpaired (-test, t;o) — 0.2446, P — 0.8117) and immediately after were microinjected with 2-bromopalmitate or vehicle into the hippocampus. Ninety minutes later,
both groups showed STM (vehicle, unpaired t-test, (o) = 9.160, P < 0.0001; 2-bromopalmitate, unpaired t-test, l(;0) = 15.46, P < 0.0001). d). Rats were allowed to
explore objects for 5 min (vehicle, unpaired t-test, t,oy = 0.2872, P = 0.7798; 2-bromopalmitate, unpaired t-test, t¢;qy) = 0.9938, P = 0.3438) and immediately after,
vehicle or 2-bromopalmitate was injected. Twenty-four hours later, a long-term memory test (LTM) was performed. The vehicle group showed LTM (unpaired t-test,
10y = 16.43, P < 0.0001), while the 2-bromopalmitate group did not recognize the object in a novel position (unpaired t-test, t(;0) = 1.941, P = 0.0810). e) Rats were
allowed to explore objects for 5 min (vehicle, unpaired t-test, t(,0) = 0.2284, P = 0.8239; 2-bromopalmitate, unpaired t-test, t;;o) = 1.573, P = 0.1468) and 15 min
before long-term memory test (L'TM), animals were microinjected with 2-bromopalmitate or vehicle into the hippocampus. Index recognition was higher for the novel
position than the familiar position in both groups (vehicle, unpaired t-test, t(10) = 12.31, P < 0.0001; 2-bromopalmitate, unpaired t-test, t(,0) = 8.070, P < 0.0001).

Syringe indicates the time of administration of 2-bromopalmitate or vehicle in the hippocampus. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.0001.

Table 1

Total exploration times in memory tasks. Total exploration times for vehicle
and 2-bromopalmitate before training, after training and before long-term
memory (LTM) in Morris Water Maze (Fig. 1), Object Location Memory
(Fig. 2) and Object Recognition Memory (I'ig. 3). All data are shown as mean +
SEM.

Morris Water Maze

Training (cm/s) LTM (cm/s)
Before training
Vehicle 22.03 + 1.68 23.46 + 5.64
2-Bromopalmitate 22,94 + 0.55 25,42 + 427
After training
Vehicle 24.19 + 1.71 24.36 + 2.74
2-Bromopalmitate 25.07 + 1.85 25.78 + 0.81
Before LIM
Vehicle 24.53 = 2.77 26.13 £ 0.75
2-Bromopalmitate 22.22 + 3.51 21.33 + 5.67
Object Location Memory

Training (s) LTM (s)
Before training
Vehicle 16.78 = 3.63 14.37 £ 5.75
2-Bromopalmitate 17.18 + 8.51 13.55 + 2.44
After training
Vehicle 23.60 = 5.89 18.28 = 8.56
2-Bromopalmitate 26.62 + 5.78 15.31 + 5.24
Before L.TM
Vehicle 22.38 = 2.07 12,57 + 3.53
2-Bromopalmitate 23.55 +7.28 13.97 + 3.72
Object Recognition Memory

Training (s) LTM (s)
After training
Vehicle 15.70 + 7.69 15.14 + 7.17
2-Bromopalmitate 17.17 = 8.51 13.55 + 2.44

drug administration was performed immediately after the ORM training
phase in the hippocampus. The results showed that both groups, 2-bro-
mopalmitate or vehicle, had a reliable recognition index for the novel
object during the LTM test (Iig. 3a). Thus, administration of 2-bromo-
palmitate in the hippocampus (Fig. 3b) does not impair the establish-
ment of hippocampal-independent recognition memory, such as ORM.

3.4. Induction but not maintenance of long-term potentiation requires
PATSs activity

All in all, our results show that PATs inhibition impairs acquisition
and consolidation of spatial memory, but retrieval is unaffected. This
result suggests that acquisition and consolidation involve synaptic and
broad cellular palmitoylation, necessary to alter neuronal circuitry, gene
expression and electrical activity. Mainly, the location and interaction of
ionotropic glutamatergic receptors with other proteins is regulated by
palmitoylation (Yamazaki et al., 2001, Lu and Roche, 2012, Hayashi,
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2021), for which we propose that these modifications module the
neuronal communication to strengthen the engrams that encode and
store spatial memories in the hippocampus. Therefore, we hypothesize
that PATs inhibition will impair the LTP in the Schaffer collaterals
pathway, a critical circuit involved in spatial memories.

To determine whether PATs inhibition will affect synaptic plasticity,
we performed a high-frequency electrical stimulation (IIFS) of the
collateral Schaffer projections and registered the electrical activity in
the CA1 region of the hippocampus (Fig. 4a). An input-output analysis
shows that the inhibition of PATs activity 15 min before the recording
alters the basal communication in the hippocampal neurons of the
Schaffer collaterals pathway (Fig. 4b). We observed a strong induction of
long-term potentiation when rats were administered with the vehicle
before HFS. However, administration of 2-bromopalmitate before HFS
impaired induction of long-term potentiation, and the PATs inhibition
induces a long-term depression-like (Fig. 4c). In addition, administra-
tion of 2-bromopalmitate after induction of long-term potentiation does
not alter the registered evoked response up to 1 h of recording, like the
vehicle (Fig. 4d). Our results suggest a prominent role for PAT activity in
neuronal communication, and their inhibition causes alterations in the
facilitation of the CA3-CA1 LTP pathway. However, once these alter-
ations occur, PAT activity is no longer required.

4. Discussion

Protein palmitoylation is the most common post-translational lipid
modification in the brain (Fukata and Fukata, 2010; Salaun et al., 2010).
It controls many aspects of neuronal function, such as development,
control of neurotransmission, spine development and synaptic plasticity
by modifying the location of proteins in the different membranes of the
neuron or altering the proteins hydrophobicity to change lipid-protein
or protein-protein interactions (El-Husseini et al., 2002; Greaves and
Chamberlain, 2007; Rocks et al., 2010; Vartak et al., 2014; Globa and
Bamji, 2017). Many of these critical processes are required to learn and
store information in the brain. Ience, the palmitoyl acyltransferases
(PATs) enzymes, which mediates palmitoylation, emerge as an exciting
explanation for the putative mechanisms involved in various diseases
and disorders associated with learning and memory impairments
(Draper and Smith, 2009; Fukata and Fukata, 2010; Cho and Park 2016;
Melo et al., 2020). However, the role of PATs activity during the
different stages of hippocampus-dependent memories remains unclear.
In this sense, we used an inhibitor of PATSs activity to unveil the func-
tional role of protein palmitoylation in these processes.

Kang et al. (2008) showed a significant number of palmitoylated
proteins, including neurotransmitter receptors subunits (NR2A, NR2B,
serotonin receptor subunit 5HT-3C), transporters, adhesion proteins
(protocadherins Pcdhl, 8, 9, 10 and 17, d-catenin, synCAM4), scaf-
folding proteins (PSD95, AKAP79/150, gephyrin) and proteins involved
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Fig. 3. Inhibition of PATs does not affect hippocampus-independent memory. a) Microinjection of PATs inhibitor (2-bromopalmitate) or vehicle in the hip-
pocampus was performed immediately after training (vehicle, unpaired t-test, t5 = 0.6066, P = 0.5610; 2-bromopalmitate, unpaired t-test, tg, = 0.02668, P =

0.9794) and 24 h after animals were tested for LTM. The recognition index for the vehicle (unpaired t-test, tg)

14.00, P < 0.0001) and 2-bromopalmitate group

(unpaired t-test, tgs, = 4.537, P = 0.0019) was higher for the novel object than the familiar object. Syringe indicates microinjection of 2-bromopalmitate or vehicle in
the hippocampus. b) Representative image of the microinjection of PATs inhibitor (2-bromopalmitate) or vehicle in the CA1 region of the hippocampus in the

behavioural experiments.

in vesicular trafficking (syntaxins, VAMP proteins) in the synaptosomal
fraction extracted from whole adult rat brain tissues. Most of these
synaptosomal palmitoylated proteins have been broadly associated with
molecular mechanisms involved in spatial memory. Interestingly, pro-
tein palmitoylation levels of sampled proteins were modulated in neural
activity models, and the pre-treatment with 2-Bromopalmitate induced
a general reduction of the palmitoylation turnover of proteins. For
example, protein palmitoylation of the Cdc42-palm splice variant
(enriched in the hippocampus) and PSD-95, which participate in
learning and memory, was reduced after treatment with 2-Bromopalmi-
tate, impairing the enlargement and reducing the number of dendritic
spines. Notably, it has been reported a significant sex-dependent pattern
of PAT enzymes and their protein targets involved in synaptic plasticity
(Zareba-Koziol et al., 2021), lipid metabolism, and estradiol pathway on
learning and memory, nociception, motor control, among others (Tonn
et al.,2018; Meitzen et al., 2019). To reduce the sex-dependent effects of
PATs inhibition, we used male rats during all the experiments. We report
that PATs inhibition during the training of Morris water maze (MWM)
and object location memory (OLM) impaired acquisition of spatial
memory. Indeed, previous reports indicate that learning may provoke a
temporal increment of protein palmitoylation to establish spatial
memory (Brigidi et al., 2014; Li et al., 2010). Our findings suggest that
the inhibition of PATS activity before acquisition disrupts both STM and
LTM. In this sense, it has been reported that STM requires a transient and
non-stabilized post-translational modification of proteins, such as
PSD95 and NMDAR subunits (Fukata et al., 2004; Hayashi et al., 2009)
to induce plastic changes in neural networks (Morgado-Bernal, 2011).
We hypothesize that the blockade of PATs activity impairs the normal
dynamic of proteins, including NMDAR subunits, which has been re-
ported to increase up to 70 min after training a spatial task (Cercato
et al., 2017). Additionally, vesicular protein trafficking and lateral
mobilization of glutamatergic receptors to cell membrane lipid rafts
occur during the spatial learning (Delint-Ramirez et al., 2008), a process
triggered by protein palmitoylation (Linder and Deschenes, 2007; Lev-
ental et al., 2010; Delint-Ramirez et al., 2011; Nadolski and Linder,
2007; Kim et al., 2013; Deak, 2014; Han et al., 2015; Ernst et al., 2018).
Consistently with the learning impairment in both spatial models, rats
lacked long-term object location memory, evidenced in a longer latency
to find the platform and a lower number of crosses through the platform
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area in MWM, and a lesser OLM recognition index. These results suggest
that PATs activity within CA1l is highly involved in spatial learning.

The molecular processes that begin during training are extended to
downstream events underlying consolidation (Abel and Lattal, 2001;
Florian and Roullet, 2004). Our findings demonstrated that once rats
learned spatial information in the MWM and OLM paradigms, the in-
hibition of PATs activity impaired memory consolidation. We speculate
that this consolidation impairment is a consequence of a disruption of de
novo protein synthesis or trafficking of pre-existent proteins. Memory
consolidation involves shifting a labile STM into a long-lasting stable
trace by synthesizing new proteins to induce temporal changes in syn-
aptic strength and provoke steady modifications of synaptic morphology
and properties, an essential process for memory consolidation (Yamada
et al., 2017). Disrupting the consolidation process by interventions such
as protein synthesis inhibitors impairs the stabilization or potentiation
of new synaptic connections, resulting in impaired maintenance of
spatial memory. In this sense, it has been reported that during memory
consolidation, the unstable new memories are stabilized over hours into
long-term memories through stable synaptic modifications in neural
circuits (Susman et al., 2019). This stabilization involves, among others,
a shift of unstable permeable state to stable impermeable-calcium state
in the AMPA receptors in the post-synapsis, a mechanism regulated by
palmitoylation/depalmitoylation turnover (Dekker et al., 2010; Fukata
and Fukata, 2010; Lin and Conibear, 2015). However, the inhibition of
PATSs activity once the memory was consolidated showed that its activity
is longer not necessary for MWM nor OLM retrieval.

Further, our electrophysiological analysis shows diminished basal
communication due to the inhibition of PATs activity in the hippo-
campal Schaffer collateral pathway. The basal transmission depends on
presynaptic and postsynaptic cellular mechanisms to control neuron-to-
neuron communication. In the presynaptic neuron, palmitoylation of
proteins, such as synaptobrevin 2, SNAP25, synaptotagmin and syntaxin
1, might regulate the synaptic vesicle fusion and neurotransmitter
release (Fasshauer et al., 1997; Veit et al., 2000; Prescott et al., 2009).
Nasseri et al. (2022) also reported palmitoylation of synaptic proteins,
including PSD-95, CaMKV, CaMKIIa, STX1A, SPT8 and TARP-gamma-8
proteins, from hippocampal neurons increases because of a chemical
LTP. In fact, according to their results, the dynamic of protein palmi-
toylation occurs very rapidly. In this sense, protein palmitoylation of
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Fig. 4. Inhibition of PATs impairs induction but not maintenance of LTP. a) Stimulation electrodes were implanted in the Schaffer Collaterals (S.C.) projections
while the recording electrodes were implanted in the CA1 region. b) Input-output curves for rats treated with 2-bromopalmitate and vehicle. Two-way ANOVA
analysis of the 1/0 relationship shows significant differences between the 2-bromopalmitate and vehicle (two-way ANOVA: treatment F; »5 = 27.12, P < 0.0001; time
Fa.075,43.81 = 151.5, P < 0.0001; interaction Fg ;90 = 8.401, P < 0.0001). Hippocampal long-term potentiation (LTP) was performed in rats under anesthesia. ¢) Once
stabilized, intra-hippocampal injection (intra-HIP) of vehicle or 2-bromopalmitate was performed, and 15 min later, high-frequency stimulation (HFS) was given (4
stimulus trains,1 s, 100 Hz, 20 s inter-train). While the vehicle group shows a potentiated synaptic communication, the 2-bromopalmitate group shows a depressed
synaptic communication for up to 90 min (two-way ANOVA basal mean vs HFS mean: treatment F, o — 25.22, P < 0.0001; time F, o — 0.04135, P — 0.8434;
interaction Fy o = 25.22, P = 0.0007, Post-hoc Bonferroni test: control basal vs control HFS t, = 3.262, P = 0.0196; 2-bromopalmitate basal vs 2-bromopalmitate
HEFS 1) = 3.875, P = 0.0075). d) 15 min after HFS (4 stimulus trains,1 s, 100 Hz, 20 s inter-train), an intrahippocampal injection (intra-HIP) of vehicle or 2-bro-
mopalmitate was performed. Synaptic potentiation was not impaired up to 90 min (two-way ANOVA: treatment F, 5 = 0.7024, P = 0.4635; time F, 5 = 25.06, P =

0.0153; interaction F, 3 — 0.5384, P

PRG-1, a key protein for activity-induced insertion of AMPA receptors
into the postsynaptic membrane, occurred as fast as five minutes after
the induction of the chemical LTP, which is in accordance with our re-
sults, suggesting that the activity-dependent palmitoylation occurs
rapidly to induce synaptic plasticity and to modify the architecture of
the hippocampal circuits. Additionally, increasing postsynaptic re-
ceptors for excitatory neurotransmitters aimed at the synaptic cleft,
mainly NMDA and AMPA receptors, is necessary for neuronal commu-
nication (Reiner and Levitz 2018). It has been reported that the hyper-
palmitoylation of AMPA receptor subunit GluaA hinders its activity-
dependent trafficking to the plasma membrane and causes detrimental
effects on LTP at CA3-CA1 hippocampal circuitry. Under these condi-
tions, the administration of 2-Bromopalmitate reduces the palmitoyla-
tion of the AMPA receptor Glual subunit to normal levels and re-
establish the LTP at the CA3-CA1 hippocampal synapses by high-
frequency stimulation (Spinelli et al., 2017). Also, lateral mobilization
and upregulation of these receptors are mediated by protein palmitoy-
lation (El-Husseini et al., 2002; Thomas and Huganir, 2013; Jeyifous
etal., 2016). In this sense, the decreased basal transmission due to PATs

0.5162). Solid lines represent the fEPSP before HFS and dotted lines represent the fEPSP after HFS.

inhibition might explain the impairment of presynaptic and postsynaptic
mechanisms mentioned above. Importantly, although activity-
dependent PATs have been reported in the hippocampus (Brigidi
et al., 2014; Shimell et al., 2021), our findings suggest that PATs also
regulate cellular mechanisms in an activity-independent manner.
Although there are many unanswered questions about the role of the
LTP as a cellular mechanism leading to memory storage, the study of
LTP has provided a way to identify and characterise the molecular
mechanisms that potentially underlie memory storage (Rosenberg et al.,
2014). We found that PATs inhibition impairs the induction of LTP,
suggesting that molecular mechanisms involved in LTP induction,
including exocytosis and mobilization of AMPA and NMDA receptors,
could be PATs activity-dependent (Spinelli et al., 2017, Yokoi et al.,
2016). It is widely recognized that activating the postsynaptic NMDAR
in hippocampal LTP induces trafficking and modifications of AMPA re-
ceptors and other proteins in a sequential but fast manner on the post-
synaptic membrane to modulate the strength of synaptic transmission
(Hayashi, 2021). Tt is known that the activity of NMDA receptors is
dynamically regulated through protein palmitoylation (Traynelis et al.,
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20105 Lussier et al., 2015), to induce the activation of signalling path-
ways directly modulated by intracellular Ca +. Thus, Ca + triggered
post-translational modifications, including protein palmitoylation, can
enhance NMDA receptor function in the context of synaptic plasticity.

In this sense, information entrance induces synaptic plasticity
through vesicular traffic, changing the location of proteins, and allowing
specific protein-protein interactions to activate signalling pathways
contributing to memory acquisition and consolidation (Tonegawa et al.,
2015). Notably, the strength of the synaptic connections remained
undisrupted up to 90 min despite the PATs inhibition after LTP induc-
tion. We hypothesize that once the consolidation period is over and
memory is stable, PATs inhibition no longer affects the expression of
spatial memory in both MWM and OLM during retrieval. It is now
accepted that memory retrieval is not a passive process. Once a memory
is retrieved, the memory trace is destabilized and molecular mechanisms
like acquisition and consolidation are triggered, a process called
reconsolidation (Rossato et al., 2006). Although it is still unknown,
reconsolidation probably requires PATs activity to induce the plastic
changes necessary to update the memory traces. Further studies are
needed to shed light on these mechanisms. Additionally, experiments
are necessary to understand the sex-dependent effects of PATs inhibition
on learning and memory consolidation processes.

5. Conclusion

All in all, these findings suggest that spatial learning and memory
require PATs activity through mechanisms that regulate the synaptic
strength. Our work improves our understanding of the implications of a
significant post-translational protein modification of learning and
memory consolidation processes.
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lastc momory involves storing information through plasticiny changes in the reural
rayvork of lase, incuding he insular corlex [[C) ard venlral legmenlal area WVTA),
a critical provider of dopamire. Akhougk a VTA-IC dopaminergic pathway has
hean damonsTrated, its ol fo corsoiidate taste recognition memory remairs poorly
Lnderstood. We tourd that photostimulazion ot dopaminergic nourcrs in the WIA ar
WTA-IC dopaminergic lerminals o TH-Cre mics improves he salierce Lo consclidale a
subthrashold novel taste stimulus regardless of its hedoniz value, without altaring Their
taste palatability. Importantty, the inkibition of the D1 -like recspmor irto the 10 Impairs
the salicnce to facilizate consclidation of ar aversive taste recognidon momory. Finally,
our resulls showed hal YTA pholosimulalion improves the saliencs 1o consolidale
a conditioned taste aversion mercry through the D-like receptor into the IC. It is
concluded hal he dopaming gclivily ror the VTA Inle 1 s reguired o ircrease lhe
saliznee enabling the consolidatior of a Taste recogrition mamory. Notably, The D7 -liks
receptor activity irto the 1C s required to consolidate both innate and lzarned aversive
taste memoriss but not appetitive tasts memory.

Keywords: insular cortex, ventral tegmental area, salience, consolidation, aversive taste, D1-like receptor

INTRODUCTION

Iaste memory evelves as a critical svstem for animal survival throuph the detection of taste

attributes related to the hedonic value, degree of familiarity, and to remember their nutritive
of toxic consequences of faod to form a memory for future acceptance or avoidance responses
(Bermides-Ralloni, 2004 Scoll, 2005). Tusle memory involves encoding, sloring, and relricving
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different brain areas, encompassing the nsular cortex (LC), medial prefrontal cortex, basolateral
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formation of recognition memoeries. I this work, we hypothesize that depamine released into the insular cormex
10 Tronn the: wventral legmental arca (VTAY fupats enables the acquisiion 1o comeslidate olnecl rocogmition
memery, It has been reparted thar shoit training produces weali recognition nemeries: on the contracy, longer
training praduces lasting ard rohnst recogrition merar nsine by
esyluse (VLD prowus
training or photainhibis
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