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RESUMEN

Una de las capacidades que tienen los organismos es la de poder adquirir informacion del
ambiente, les permite sobrevivir y adaptarse a los cambios del medio que los rodea. A
¢sta capacidad se le denomina aprendizaje, y se cree que la coincidencia de estimulos en
células especificas es lo que determina en donde se llevaran las modificaciones que
permitiran el almacenamiento de la memoria. La memoria gustativa permite a los
animales distinguir si han probado un sabor previamente, y cuando el consumo del sabor
tiene consecuencias nocivas se evita beber del mismo. Durante el condicionamiento de
aversion al sabor (CAS), se asocia un estimulo gustativo (estimulo condicionado, EC),
presentado como un sabor novedoso, con un estimulo visceral (estimulo incondicionado,
EI), provocado por un inductor de malestar gastrico. Se ha determinado que la corteza
insular (CI) y la amigdala basolateral (ABL) son estructuras necesarias para el
aprendizaje de aversion al sabor y su almacenamiento a lo largo del tiempo. Se ha visto
que modelos murinos que desarrollan la patologia de la enfermedad de Alzheimer (EA),
son incapaces de adquirir el CAS. La EA se caracteriza por pérdida de memoria y déficits
cognitivos, y su patologia se caracteriza por la acumulacion del péptido beta amiloide y la
proteina tau hiperfosforilada. Los ratones 3x-Tg (PS1M146V, APP Swe, tau P301L) que
desarrollan la patologia de la EA, no son capaces de adquirir el CAS a los 9 meses.
La técnica de catFISH permite visualizar poblaciones neuronales activadas por dos
eventos distintos, a través de la deteccion del gen Arc/Arg 1.3. Es muy util para estudiar
la actividad neuronal provocada por dos estimulos separados por un periodo corto de
tiempo, y brinda una resolucion celular. En este trabajo usamos la técnica de catFISH
para identificar las células de la CI y ABL que fueron activadas por el EC, EI o ambos
después del CAS en ratones de tipo silvestre y 3x-Tg de 9-10 meses. Los resultados
obtenidos indican que hay un incremento en el nimero de neuronas de la CI y la ABL de
animales de tipo silvestre, donde coincide la informacion del EC y del EI, después del
CAS. El aumento en el numero de neuronas activadas a causa de la convergencia de
estimulos no se observa en la CI o ABL de los ratones 3x-Tg. La presentacion de los EC
o EI solos, también causa un aumento en el nimero de neuronas que expresan Arc en la

Cl y ABL de ratones silvestres, no asi en los ratones 3x-Tg.
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ABSTRACT

The capability that lets organisms acquire information from the environment is known as
learning, which allows them to adapt and survive to the surrounding conditions. It’s
believed that stimuli convergence in specific cells during learning will determine where
plastic changes will occur in order to store memory over time. Taste recognition memory
allows animals to discriminate flavors depending on their familiarity, which means they
remember if they were tasted or not before. When a novel flavor has negative
consequences the animal will avoid consuming it. During conditioned taste aversion
(CTA), a novel taste is associated (conditioned stimulus, CS) with gastric malaise
(unconditioned stimulus, US). It has been established that the insular cortex (IC) and the
basolateral amygdala (BLA) are two structures involved in learning and memory storage
of CTA. It has also been shown that murine models that develop Alzheimer’s disease
(AD) pathology are incapable of acquiring a CTA paradigm. AD is characterized by
memory loss and cognitive deficits, whereas its pathology is distinguished by beta-
amyloid peptide and hyperphosphorylated tau protein accumulation. The triple transgenic
mice (3x-Tg) (PSIM146V, APP Swe, tau P301L), which develop AD pathology, are
incapable of acquiring CTA paradigm at approximately nine months old. CatFISH
technique is used to identify neurons expressing Arc mRNA and allows visualizing
activated neuronal populations by different behavioral events. It’s also very useful when
studying neuronal activity after two stimuli presentation, and it offers a cellular
resolution. In this work, we used catFISH technique in order to identify IC and BLA cells
activated by CS, US or both, after CTA in 9-10 month old wild type and 3x-Tg mice. The
obtained results reveal an increase in neuron number in the IC and the BLA of wild type
animals where the stimuli information converges after CTA acquisition. There is no
increase observed in CI and BLA cells of 3x-Tg animals after CTA acquisition caused by
stimuli convergence. The stimuli presentation in a separated manner also caused an
increase in the number of neurons activated in the IC and BLA of wild type animals,

whereas in 3x-Tg animals no increased was observed.
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I.- INTRODUCCION

Una pregunta central en la investigacion de procesos cognitivos, como la memoria y el
aprendizaje, ha sido el como y el donde en el sistema nervioso ocurren los mecanismos
que permiten el procesamiento y almacenamiento de la informacion que adquiere un
organismo. A lo largo de la historia se han realizado preguntas y postulados tedricos para
aproximarse al estudio de este tema. En la figura 1 se muestra un dibujo realizado por

Descartes, para ejemplificar las ideas sobre esta cuestion en su época.

Figura 1. Dibujo realizado por Descartes para explicar como la informacion sensorial llega al
sistema nervioso. Menciona que los nervios son tubos con valvulas, por las que pasan los
espiritus y son abiertas por estimulacion. Una vez abiertas dejan pasar a los espiritus por los
nervios y estos actuan en el cuerpo. De esta manera explica que se retire la mano del fuego
cuando estd demasiado cerca. (Publicado en René Descartes. L homme. Paris, 1664), (Tomado

de Spatz, 1995).

Una de las maneras que permiten entender como la informacion puede ser almacenada en
el cerebro es el estudio de los procesos que ocurren dentro de las células, y los
consecuentes cambios plasticos que ocurren. Tal como se postuldé por primera vez en
1949, en “The Organization of Behaviour” por Hebb, se ha establecido que la memoria se
mantiene por aquellos cambios plasticos en células que conforman una red neuronal. Un

interés vigente es el de poder visualizar las células que forman parte de dicha red.
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Nosotros en esta tesis nos avocamos a estudiar la activaciéon de células después del
aprendizaje de aversion al sabor, con el fin de identificar neuronas en las que coincide la
informacion adquirida y que posiblemente conformen una red neuronal en la memoria

gustativa en ratones de tipo silvestre y 3x-Tg.

A continuaciéon se explicaran conceptos basicos sobre memoria y aprendizaje para

entender los antecedentes al trabajo realizado en esta tesis aqui presentada.

A la capacidad que tienen los organismos para adquirir informacién del medio que los
rodea se le denomina aprendizaje. La informacién adquirida puede ser utilizada
posteriormente y es capaz de durar a lo largo del tiempo. El aprendizaje produce cambios
en la conducta de los animales, que les permite adaptarse y sobrevivir a las condiciones
del ambiente. Al proceso de almacenar y recuperar la informacion adquirida a lo largo del

tiempo se le denomina memoria (Kandel et al; 2000).

La informacion adquirida durante el aprendizaje es capaz de generar modificaciones en el
cerebro, que permiten se almacene la informacién a lo largo del tiempo (Martinez &
Kesner, 1998). Por lo tanto, para entender como ocurren los cambios conductuales, es
adecuado estudiar las modificaciones que permiten que ocurra la formacion de la

memoria.

El aprendizaje, como una propiedad dinamica del sistema nervioso, depende de las
caracteristicas plasticas de los circuitos cerebrales. Los circuitos neuronales son capaces
de reorganizar funcionalmente las representaciones del mundo en respuesta a cambios en
la informacion entrante relevante (Bermudez-Rattoni, 2007). Esta reorganizacion puede
provocar cambios plasticos en las conexiones neuronales o en la morfologia neuronal, y
tienen como resultado cambios funcionales duraderos. Estas modificaciones en las
sinapsis provocan los cambios en el comportamiento, y se presumen son el correlato

celular de la memoria (Tronson y Taylor, 2007).

14



I1.- ANTECEDENTES

2.1.- Plasticidad en el sistema nervioso y memoria

Se cree que la representacion fisica de la memoria son ensambles de neuronas (Roediger
et al; 2007). Esta idea fue postulada por Donald Hebb en 1949, quien propuso el concepto
de ensamble como estructuras dindmicas en el cerebro. Los ensambles son activados de
manera coordinada por algin tipo de estimulo, y se acoplan por medio de actividad
reverberante de disparos. Dichos circuitos dan lugar a representaciones mentales, y
pueden ser almacenadas gracias a modificaciones que fortalecen las conexiones entre las
sinapsis. Asimismo, Hebb sugirié que un ensamble puede interactuar con otros, formando
lo que denomind como “secuencias de fase”. De esta manera, cuando dos neuronas se
asocian funcionalmente por medio de su actividad sincrénica, una de las dos puede
facilitar la actividad de la otra neurona, dando lugar a procesos de asociacion. Estos
procesos permiten almacenar informacion de cierto comportamiento adquirido por medio
de repeticiones de la actividad sincronica en un ensamble. Para ello, Hebb formuld el

siguiente postulado:

“Cuando el axon de una célula A esta suficientemente cerca para excitar a una célula B,
y repetidamente o persistentemente participa en su disparo, algun proceso de
crecimiento o cambio metabolico ocurre en una o ambas células de tal manera que la

eficiencia de A, como una de las células que provoca que dispare B, aumenta”

Donald Hebb, 1949.
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Figura 2.1. llustraciones de dos circuitos corticales hipotéticos, segun Hebb, para explicar como
el aprendizaje puede provocar crecimiento de ensambles neuronales. El esquema de la izquierda
representa un circuito neuronal donde las neuronas A y B estan en el drea 17, que esta siendo
masivamente excitada por una via aferente, C es una neurona del drea 18 que conecta de nuevo
al area 17, mientras la neurona E se encuentra en la 18 y no participa en la region de actividad.
El esquema de la derecha muestra las células A, B y C siendo activadas por vias convergentes.
La activacion provoca un patron especifico de actividad en esta drea, mientras B, D y X son
células que contribuyen a la formacion de conexiones que integran su actividad. (Modificado de

Hebb, 1949).

Un ejemplo que demuestra experimentalmente el postulado de Hebb, es el fenomeno
descrito por primera vez por Bliss y Lomo en 1973, conocido como potenciacion a largo
plazo (PLP). Reportaron un aumento en la transmision sinaptica de neuronas del
hipocampo, después de la estimulacion tetanica de una via aferente. El fenomeno de
plasticidad neuronal, PLP, consiste en el incremento sostenido de la eficacia postsinaptica
después de actividad presinaptica repetitiva, que es inducida por medio de estimulacion
de alta frecuencia. Reportaron que la potenciacion es capaz de durar desde horas hasta
dias y fue observado en la via perforante. Esta via conecta las neuronas de la corteza
entorrinal con las neuronas del giro dentado del hipocampo (Bliss y Lomo, 1973). La
PLP ha sido propuesta como un modelo de plasticidad sinaptica, que podria explicar
procesos similares a los que ocurren durante la formacion de la memoria. Este modelo de
plasticidad demuestra que los ensambles pueden representar informacion a lo largo del
tiempo, por medio de patrones de actividad repetitiva. Asimismo, la PLP concuerda con
el postulado asociativo de Hebb, que propone que cuando las sefiales débiles y fuertes de
una neurona son estimuladas al mismo tiempo, la débil se fortalece. Posteriormente se

describi6 la modificacion sinaptica asociativa, en la que por medio de la estimulacion de
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dos vias se producia PLP. La potenciacion inducida no requeria de activacion
sincronizada pero si de un orden temporal, ya que la PLP de la sefal débil podia ser
inducida si la sefial fuerte se activaba después de 20 milisegundos y no al revés (Levy y

Steward, 1983).

Se han descrito ampliamente los mecanismos celulares que permiten la formaciéon de la
PLP. La PLP requiere de la activacion de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA (N-
metil D-aspartato), que se encuentran bloqueados por el i6n Mg”". Cuando se induce la
potenciacion, la neurona presinaptica dispara a una alta frecuencia, y se despolariza la
membrana de la postsinapsis. La despolarizacion permite que se desbloqueé el canal del
receptor NMDA. La apertura del canal permite la entrada del ién Ca’" a la célula. La
entrada del i6n Ca”" activa cascadas de sefializacién que permiten la formacion de PLP,
entre ellas, la activacion de al menos tres cinasas: CAMKII, PKC y Fyn. Posteriormente,
estas cinasas pueden fosforilar otros blancos, como por ejemplo, CAMKII que afecta a
los receptores gltamatérgicos tipo AMPA (4cido alfa-amino-3hidroxi-Smetil-4-
isoxazolpropiénico) de dos maneras. La primer forma es fosforilandolos mientras estén
en la membrana de la espina, provocando un aumento en la conductancia a sodio. La
segunda manera es promoviendo el movimiento de los receptores que se encuentren en
reservorios intracelulares hacia la membrana, lo que permite que haya mas receptores
disponibles para estimular la espina (Siegel er al., 1999). Algunas cinasas pueden
modificar otras enzimas como la sintasa de o¢xido nitrico. El 6xido nitrico puede
funcionar como mensajero retrogrado y modificar la liberacion de neurotransmisor desde
la presinapsis. Estos procesos celulares pueden dar lugar a modificaciones plasticas

tempranas.

Los cambios plasticos tardios involucran otras cascadas, como por ejemplo, la provocada
por la activacion de la proteina PKA que a su vez recluta a la proteina MAPK. Ambas,
PKA y MAPK, se translocan al nticleo donde pueden activar factores de transcripcion.
Entre los factores que pueden activar se encuentra CREB, que se une a la secuencia CRE
de genes blanco y promueve su expresion. Dichos genes pueden provocar cambios

plasticos en las sinapsis (Kandel, 2000).
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2.2.- Cambios plasticos y la formacion de la memoria

La memoria es una funcién cognitiva fundamental. Se ha establecido que la plasticidad
neuronal y las modificaciones dependientes de actividad que provocan cambios en el
comportamiento, son en conjunto elementos necesarios para que se forme la memoria.
Los postulados de Hebb forman, en el actual estudio de la neurociencia, un elemento
clave para el estudio del aprendizaje y de la memoria. La idea fundamental sobre las
dinamicas y formacion de ensambles neuronales de su propuesta se basa en la existencia
de “sinapsis hebbianas”. Estas sinapsis funcionan como sustrato de los ensambles. Se ha
descrito que sinapsis excitatorias, fortalecidas por actividad coincidente pre y
postsinaptica, pueden provocar conexiones neuronales co-activadas por los mismos
estimulos. Por lo tanto, los ensambles neuronales sirven como representaciones mentales,
de tal manera que si se repite un estimulo relacionado al primero, se provoca la activacion

del ensamble (Lansner, 2009).

Para que se almacene la informacion en los circuitos neuronales, y la memoria dure en el
tiempo, es necesario que ocurran modificaciones en las sinapsis. Los cambios sindpticos
son inducidos por patrones de actividad especificos, se necesita de cierto tiempo para que
se estabilicen o consoliden, lo que involucra también la expresion de genes (Steward &

Worley, 2002).

La duracion de la informacion adquirida depende de la duracion de los cambios plasticos
que ocurren en las neuronas. Los cambios plasticos persistentes permiten mantener la
memoria en el largo plazo y se cree que ocurren en ensambles neuronales especificos.
(Ramirez-Amaya, 2007). Para el aprendizaje asociativo, se considera que la convergencia
de los estimulos --condicionado e incondicionado-- en células particulares es la que
provoca los cambios plasticos. Asi, el aprendizaje es la induccion de estos cambios, y la
memoria depende de los mismos, como ya se habia mencionado. (Fanselow & Poulos,

2005).

En conjunto, a los mecanismos que se llevan a cabo a nivel celular que permiten que el
trazo de una memoria se estabilice, se les ha denominado como consolidacion sinaptica.
Este proceso necesita de respuestas celulares especificas, entre las cuales se encuentran la

activacion de segundos mensajeros, transcripcion de nuevo ARN y sintesis de proteinas
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(Dudai, 2004).

Dentro de las cascadas de sefializacion que participan en la consolidacion de la memoria
a largo plazo, se encuentran las que son reguladas por el factor CRE, elemento de
respuesta a AMP ciclico. Estas cascadas han sido estudiadas en modelos de plasticidad y
modelos de comportamiento en animales. Una de las cascadas mds caracteristicas es la
del AMP ciclico, la cual involucra la activacion de la cinasa 2 dependiente de AMP
ciclico que fosforila y activa diversas formas de la proteina CREB. CREB modula la
expresion de genes regulados por la secuencia CRE. Dentro de los genes regulados por
CREB se incluyen un gran niimero de genes de expresion inmediata, entre ellos, factores
de transcripcidn que a su vez regulan la expresion de genes de respuesta tardia (Martin et

al; 2000, Dudai, 2004).

2.3.- Genes de expresion inmediata (GEI)

Dentro de los estudios realizados para comprender los procesos celulares que provocan
las modificaciones plasticas necesarias para el almacenamiento de la memoria, se
encuentra el analisis de los genes de expresion inmediata (o temprana). La expresion de
este grupo de genes es un paso importante dentro de las cascadas de eventos celulares que

permite el mantenimiento de la memoria (Miyashita et al; 2008).

Un gen de expresion inmediata se define como aquél que es activado de manera rapida y
transitoria a nivel transcripcional después de algin tipo de estimulacion sinaptica, que
puede ser de neurotransmision o por la sefial de un factor de transcripcion (Tzingounis &

Nicoll, 2006).

Los genes de transcripcion temprana codifican para un rango diverso de proteinas, y se
pueden dividir en dos grupos: los genes que codifican para factores de transcripcion y los
genes efectores. Los primeros tienen un papel regulatorio sobre otros genes, mientras que
los segundos pueden codificar para proteinas estructurales, proteinas de traduccion de
senales, factores de crecimiento y enzimas. Los genes efectores tienen un amplio rango
de funciones, como son el crecimiento celular, la sefializacion intracelular, la
modificacion sinaptica, los cambios estructurales, el metabolismo, y la homeostasis

sindptica (Miyashita et al; 2008).
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2.3.1.- El gen de transcripcion inmediata Arc/Arg 3.1

Particularmente, el gen efector que codifica para la proteina Arc/Arg3.1 (proteina
asociada al citoesqueleto regulada por actividad), ha sido ampliamente estudiado. Fue
identificado en la corteza y en el hipocampo. Su induccion ocurre después de la actividad
celular y depende de la activacion de receptores glutamatérgicos NMDA. Su expresion
también puede ser inducida por algunos factores troficos (Ramirez-Amaya, 2007). La
expresion del ARN mensajero de Arc estd regulada por patrones de estimulacion que

inducen potenciacion a largo plazo (PLP) y por actividad neuronal fisiologica (Guzowski,

2000).

En estudios realizados por Guzowski y colaboradores, se observo que la administracion
en el hipocampo de oligonucledtidos antisentido del ARN mensajero de Arc afecta el
mantenimiento de la fase tardia de la PLP y la consolidacion de la memoria en la tarea del
laberinto acuatico de Morris (Guzowski et al; 2000). En otro estudio, se observd que en
ratones knock-out del gen Arc, la memoria de corto plazo no se afecta mientras que la
memoria de largo si en varias tareas de aprendizaje. Evaluaron la memoria en el laberinto
acuatico de Morris, el condicionamiento al miedo, el condicionamiento de aversion al
sabor y la tarea de reconocimiento de objetos (Plath et al/; 2006). Estos datos, en
conjunto, demuestran que el gen efector de transcripcion temprana Arc tiene un papel

importante durante la formacion de la memoria y en la plasticidad sinaptica.

Gracias al analisis sobre la participacion del gen Arc en procesos antes mencionados, se
desarroll6 una técnica de imagenologia. Esta metodologia permite realizar mapeo de
poblaciones neuronales activadas después de dos tipos distintos de estimulaciones. Dicha

técnica se denomina catFISH y se describe a continuacion.

2.4.- Identificacion de poblaciones neuronales por medio de catFISH

Dado que la expresion del gen Arc es dependiente de actividad neuronal, y gracias a sus
dinamicas de expresion y translocacion citoplasmatica, su deteccion puede ser utilizada
para identificar células individuales activadas después de un comportamiento particular.

Estas propiedades de Arc han permitido el desarrollo de un técnica conocida como
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analisis de compartamentalizacion de la actividad temporal por medio de hibridacion in
situ fluorescente (catFISH). Cuando una neurona es activada electrofisiolégicamente,
expresa el gen Arc en el nucleo en un periodo de 2 a 5 minutos después, y se observa el
ARN mensajero como dos puntos que corresponden a la transcripcion de los dos alelos
del gen. Cuando ha transcurrido un tiempo de 20 a 30 minutos, se puede observar el
transcrito del gen Arc en el citoplasma rodeando al nucleo debido al proceso de
translocacion, (Guzowski et al; 1999) como se muestra en la figura 2.4. La técnica de
catFISH brinda una resolucion temporal (de al menos 20 minutos), por lo que se ha

utilizado para identificar grupos de neuronas que responden a dos eventos que en el

tiempo estan separados de 20 a 30 minutos, y permite analizar diversas areas del cerebro

que fueron activadas.
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Figura 2.4. Expresion de Arc en micleo y citoplasma. En esta figura se puede observar en color
azul los nucleos de las neuronas marcados con DAPI, en rojo el ARN mensajero del gen Arc y en
verde el ARN mensajero de otro gen de transcripcion temprana, Homerla. En a) se muestra una
célula activada de manera reciente por un evento que ocurrio 5 minutos antes ya que expresa Arc
en el nucleo y se observan los dos sitios de transcripcion dentro de él. En b) se aprecia una
célula que expresa el gen Arc en el citoplasma y fue activada por un evento que ocurrio 30
minutos antes. En c) se observa una célula que fue activada por dos eventos, uno que ocurrio 5
minutos antes y otro 30 minutos antes y muestra presencia de Arc tanto en niucleo como en
citoplasma, y es el mismo caso de la figura d) que expresa tanto Arc a los 5 minutos en nicleo
como Homerla que se expresa en nucleo a los 30 minutos después de actividad (tomado de

Guzowski et al; 1999).
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La dindmica de expresion del gen Arc junto con la resolucion celular de la técnica
catFISH, permiten distinguir entre células activadas por un comportamiento reciente (las
que tienen Arc mensajero en el nicleo), las que se activan por algiin evento que ocurrié
treinta minutos antes (cuando Arc mensajero es detectado en el citoplasma), o bien
células que fueron activadas por ambos eventos (cuando el mensajero de Arc se encuentra
en nucleo y citoplasma). Por lo tanto, es muy util para identificar grupos de células

activados por experiencias conductuales distintas (Ramirez-Amaya, 2007).

La técnica de catFISH permite visualizar las células que han sido activadas por dos
estimulos distintos, separados por un periodo corto de tiempo. Por lo tanto, es posible
observar e identificar en cudles neuronas estd coincidiendo la informacién de los
estimulos después de su presentacion. Esta ventaja de visualizacion tiene gran relevancia
para el estudio del aprendizaje asociativo, ya que dichas células son las que podrian sufrir
los cambios plasticos consecuentes necesarios para el almacenamiento de la memoria.
Brinda una resolucion celular, pudiendo identificar la localizacion nuclear o citoplasmica
del ARN mensajero de Arc. Por lo tanto la metodologia de catFISH, gracias a su
resolucion celular y temporal, es una potente técnica que permite visualizar poblaciones

neuronales después de procesos de aprendizaje asociativo.

2.5.- Aprendizaje asociativo

Durante el aprendizaje de tipo asociativo, la memoria se forma y el comportamiento es
modificado como resultado de la asociacion que ocurre entre dos o mas eventos. La
forma més simple de este tipo de aprendizaje es el condicionamiento clédsico, donde el
apareamiento temporal de un evento (estimulo condicionado o EC), con un segundo
evento (estimulo incondicionado o, EI), altera la respuesta al primero (Abrams et al,

1991).

El interés por entender los procesos asociativos durante el aprendizaje no es reciente. Y
éste sigue siendo un problema a resolver en la neurociencia hoy en dia. Se sabe que desde
la época de los griegos clasicos se han desarrollado ideas filosoficas y corrientes de
pensamiento como el asociacionismo para explicar cOmo ocurren estos procesos.
Aristoteles, 350 a. de C., postuld que el aprendizaje involucraba la asociacion de ideas

por medio de los sentidos, y que el hombre tenia la capacidad de recordar a voluntad
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gracias a la capacidad de ordenar y asociar ideas, convirtiendo las mas simples en otras

mas complejas (Bermudez-Rattoni, 2001).

En el siglo XVIII, David Hartley plante6 que los estimulos provocan una vibracion en los
nervios que es transmitida a la parte medular del cerebro donde decae. Si la vibracion es
constante, la médula cambia para ser propensa a vibrar de cierta forma cada vez que se
vuelve a activar. Hartley también planted que cuando dos ideas se superponen, podrian
provocar un cambio en la médula tal que si se presenta una sola, seria suficiente para
provocar una vibracion como si se hubieran presentado juntas (Finger, 1994, Bermudez-

Rattoni, 2001).

Hacia finales del siglo XIX, Ivan Pavlov desarroll6 por primera vez un método empirico
para estudiar los procesos asociativos. Se enfoco en actos reflejos y examind la
asociacion de dos eventos (estimulos) en lugar de ideas. Mientras estudiaba los actos
reflejos del sistema digestivo en perros, Pavlov observd que dicho animal salivaba
cuando un asistente que lo habia alimentado se acercaba a ¢l. La salivacion se provocaba
por un estimulo neutro, el asistente (estimulo condicionado), pero se asociaba a un
estimulo fuerte, la comida del perro (estimulo incondicionado). Pavlov observé que el
estimulo condicionado por si solo provocaba la respuesta de salivacion, y la denomino

respuesta condicionada (Kandel, 2009).

En el condicionamiento clésico se han establecido dos reglas bésicas para que ocurra la
asociacion entre estimulos. La primera es la contigiiidad temporal, que implica que el
estimulo condicionado debe preceder al estimulo incondicionado por un intervalo
determinado de tiempo. La segunda es la contingencia, la cual dicta que el estimulo
condicionado predice que ocurrird el incondicionado. Lo anterior parece indicar que
existe una adaptacion que permite a los animales predecir relaciones entre eventos o
estimulos ambientales. Tal es el caso de la ingesta de alimentos nocivos que ponen en
riesgo la vida del animal, por lo que es probable que los cerebros hayan evolucionado
mecanismos neuronales disefiados para reconocer eventos que suelen ocurrir juntos

(Kandel, 2009).

Finalmente, en estudios sobre el aprendizaje se ha aceptado que los cambios asociativos

son propiedades de los circuitos neuronales. Como se mencioné anteriormente, Hebb fue
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el primero en proponerlo, sugiriendo que el mecanismo asociativo ocurre en células
individuales, y que las sinapsis son fortalecidas por asociaciones aprendidas. Por lo
anterior, interesa realizar estudios que permitan visualizar en qué neuronas se llevan a

cabo los procesos asociativos durante el aprendizaje.
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ITII.- MEMORIA GUSTATIVA

En la naturaleza existen multiples formas o mecanismos que desarrollan los animales
para adecuarse al mundo en el que viven y sobrevivir. Una de las estrategias que han
desarrollado es el poder recordar y discriminar la comida de acuerdo a las consecuencias
posteriores a su consumo. Este aprendizaje ha sido necesario, ya que la alimentacion es
una actividad de vital importancia. A este tipo de memoria se le conoce como memoria
de reconocimiento del sabor, y consiste en la capacidad de reconocer comida o algin
liquido que ya habia sido previamente probado (Bermudez-Rattoni, 2004). Cuando un
animal se encuentra un nuevo sabor se rehtisa a consumirlo en grandes cantidades ya que
no conoce sus consecuencias, teniendo un comportamiento neofébico. Sin embargo, si
dicho sabor no tuvo consecuencias nocivas se registra como un sabor seguro, y hay un
incremento en su consumo, a esta conducta se le llama atenuacion de la neofobia. Por el
contrario, cuando el sabor tiene alguna consecuencia de malestar gastrico, el sabor se
registra como toxico, y en consecuencia el animal se rehtisa a seguirlo consumiendo,
presentando una aversion a dicho sabor. A esta conducta se le llama condicionamiento de
aversion a los sabores (CAS) (Bermudez-Rattoni, 2004). En la figura 3 se muestran estos

dos tipos de conductas.
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Figura 3. Se muestran los dos tipos de conducta que se observan como consecuencia de haber
ingerido un sabor nuevo. Si el sabor consumido se codifica como seguro, los dias posteriores se
incrementara el consumo (atenuacion de la neofobia o sabor seguro). Si se asocia el sabor
novedoso con un malestar gastrico, el consumo en el dia posterior del sabor disminuira (aversion
a los sabores o sabor aversivo). Si ya no se vuelven a presentar consecuencias gdstricas nocivas

se ira aumentando en los dias siguientes el consumo del sabor, fenomeno llamado extincion

(Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).
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3.1.- Condicionamiento de aversion al sabor

Una gran variedad de mamiferos presentan aversion a comidas o liquidos especificos si
éstos produjeron algin tipo de malestar géstrico, tanto en la naturaleza como en
condiciones de laboratorio. El condicionamiento de aversion al sabor (CAS) fue descrito
por primera vez por John Garcia en 1955 (Welzl, 2001). El aprendizaje de aversion al
sabor protege a los animales de una repeticion de la ingesta de comida o bebidas toxicas

(Reilly et al; 2005).

En condiciones de laboratorio, el CAS es un paradigma ampliamente utilizado en la
investigacion de procesos de memoria. Durante la adquisicion del CAS, el animal asocia
un sabor o estimulo condicionado (EC) con un tratamiento que produce malestar (Ej.,
inyeccion intraperitoneal de LiCl) o estimulo incondicionado (EI). EI CAS sigue las
reglas del condicionamiento clasico donde se asocian los dos estimulos antes
mencionados, la asociacion tiene como consecuencia la evasion del sabor, llamada
respuesta condicionada (RC), como se muestra en la figura 3.1. En este tipo de
condicionamiento el sabor se convierte en desagradable para el animal y es evitado

(Bernstein y Koh, 2007).

El CAS tiene un gran numero de ventajas por las cuales es un modelo muy util en la
investigacion de la neurobiologia, y que a su vez lo hace diferente de otros tipos de

paradigmas conductuales. Algunas de estas ventajas son (Bernstein y Koh, 2007):
1.- Rapida adquisicion, el CAS se adquiere en un solo apareamiento del EC (sabor) con el
EI (inductor de malestar géstrico).

2.- El aprendizaje es potente y durable por lo que proporciona una ventana clara de

tiempo en la cual se pueden identificar sefiales neuronales.

3.- Se puede adquirir aunque exista una separacion amplia entre la presentacion del los

dos estimulos (EC y EI), ésta puede ser desde minutos hasta horas.
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Figura 3.1. Esquema representativo del paradigma conductual del CAS. En este protocolo le es
presentado al animal un sabor novedoso, sacarina (EC). Posterior al consumo del sabor se le
inyecta via intraperitoneal un inductor de malestar gastrico (El), cloruro de litio (LiCl). Cuando
el sabor es presentado nuevamente al animal, éste evita beber dicho sabor debido a las

consecuencias negativas experimentadas. A este comportamiento se le conoce como aversion al

sabor (Modificado de Bermudez-Rattoni y Prado, 2001).

3.2.- Vias de procesamiento de la informacion gustativa

Las vias de procesamiento de la informacion gustativa de sabor y visceral del malestar
gastrico han sido ampliamente descritas y estudiadas, por lo que estan bien
caracterizadas, y se muestran en la Fig. 3.3. Dicho procesamiento inicia con la
transduccion de la senal del sabor que se realiza en células especializadas localizadas en
la cavidad oral, dichas células estan inervadas por neuronas sensoriales y cuando son
excitadas envian la sefial a través de varios nervios craneales, entre ellos el facial (VII), el
glosofaringeo (IX) y el vago (X) (Kandel ef al; 2000). La informacion se recibe en la
porcion anterior del nucleo del tracto solitario, luego viaja al ntcleo parabraquial del
talamo, a partir de aqui existen dos vias posibles, una que va tanto al hipotalamo lateral,
la sustancia innominata, y la amigdala, mientras la otra viaja al nticleo ventroposterior del
talamo, de donde luego viaja a la neocorteza (Bermudez-Rattoni et al; 2004). Las vias
viscerales que transmiten la informacién de malestar, detectado por la irritacion del

sistema gastrointestinal, llegan al nervio vago (X), al nacleo del tracto solitario y al
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subntcleo lateral del nucleo parabraquial, luego finalmente llega al nlicleo central de la
amigdala y al nucleo paraventricular hipotaldmico (Bures ef al; 1998). Son de particular
interés la corteza insular y la amigdala, estructuras para las cuales existe un gran numero
de estudios que han demostrado su importancia en la adquisicion y almacenamiento a

largo plazo de la memoria de aversion al sabor (Bermudez-Rattoni et al; 2004).
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Figura 3.2. Dibujo esquemdatico de las vias de procesamiento de la informacion gustativa (lineas
continuas) y visceral (lineas punteadas) en el sistema nervioso. EC, estimulo condicionado. EI,
estimulo incondicionado. sdl, subnucleo dorsolateral. sle, subniicleo exteriorlateral. NBM, nucleo

basal magnocelular. Vpm, ventroposteromedial. Vpl, ventroposterolateral. CI, corteza insular

(Modificado de Bermudez-Rattoni, 2004).

El estudio en este trabajo se enfocd en la deteccion de la expresion del gen Arc en células
de la corteza insular y de la amigdala basolateral, por lo que a continuacion se describen

los antecedentes de cada estructura.

3.3.- La corteza insular en el CAS

La corteza insular (CI) es una regiéon que estd relacionada con el procesamiento y
almacenamiento de la informacion gustativa. En ratas se encuentra en la superficie lateral
del hemisferio cerebral, en la region dorsal del surco rinal rostral a la corteza perirrinal,
por donde cruza la arteria cerebral media. Histolégicamente se divide en tres regiones,
agranular, disgranular y granular debido a la presencia de neuronas granulares. La region
disgranular esta relacionada con el sistema gustativo (Yamamoto et al., 2006). Es una

estructura importante tanto para la deteccion del sabor y de los efectos viscerales
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posteriores. La corteza gustativa (CG) presenta conexiones reciprocas con la amigdala y
con el nucleo parabraquial. Ademés de encargarse del procesamiento de informacion

gustativa en la rata, se ha relacionado con la consolidacion del condicionamiento de

aversion al sabor (Bermudez-Rattoni, 2004).

Figura 3.3. Ubicacion de la corteza gustativa en el cerebro de rata. En la ilustracion de la
derecha se muestra un corte coronal del cerebro de la rata que muestra la ubicacion de la

corteza insular (Acolla et al; 2007).

Se ha estudiado de manera mas especifica la participacion de esta estructura en el
procesamiento de la informacion durante la adquisicion del CAS. Se sabe que es
necesaria para la formacion de la memoria. Las lesiones en la corteza insular provocan
que los animales no aprendan el condicionamiento de aversion al sabor. En un trabajo,
mediante la inactivacion funcional de la CI, por medio de tetrodotoxina, antes de la
presentacion del sabor, se observo que se impide la formacion de la memoria de aversion
al sabor (Gallo et al, 1992). Asimismo, se ha observado que si se aplica un inhibidor de la

sintesis de proteinas en la CI se previene la formacion del CAS (Rosenblum et al; 1993).

También se ha estudiado el papel funcional que tiene el sistema de neurotransmision
colinérgico en esta estructura durante la formacion del CAS. Se observd que la aplicacion
de inhibidores muscarinicos antes de la presentacion del sabor afectan la formacion de la
memoria de aversion en el largo plazo, no asi cuando se aplican después de la adquisicion

del condicionamiento (Miranda et al; 2003).

3.4.- La amigdala basolateral en el CAS

Existe evidencia de que la amigdala estd involucrada en los procesos de atencion y

recompensa. Es una estructura en donde se llevan a cabo cambios neuronales que
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subyacen la asociacion de tareas adquiridas con respuestas de tipo emocional. Asimismo,
existe un fuerte consenso de que estd involucrada en mediar el componente emocional de

las memorias (McGaugh et al; 2002).

La amigdala es un conjunto pequefio de neuronas que forman parte del sistema limbico
localizado en el l6bulo temporal. En los mamiferos la amigdala se puede dividir en dos
grupos de nucleos: un grupo filogenéticamente mas antiguo compuesto por un nucleo
medial, uno central y cortical, mientras el otro, filogenéticamente mds nuevo, esta
compuesto por un nucleo lateral y uno basal (amigdala basolateral, ABL) (Bures et al;

1998).
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Figura. 3.4. Corte coronal del cerebro de la rata donde se muestra los distintos nucleos de la

amigdala (Modificado de Swanson L. W., 1992).

Se sabe que el sistema limbico, en particular la amigdala esta involucrada en procesos
asociativos de diferentes tareas de aprendizaje, incluyendo las asociaciones viscerales en
el condicionamiento de aversion al sabor. La amigdala ha sido asociada con aspectos

emocionales que regulan la ingesta de comida y agua.

Ha sido reportado que lesiones en la amigdala basolateral evitan que se forme la memoria
del CAS solo si el EC que se presenta es novedoso, pero no cuando ya es familiar (Morris
et al; 1999) y que su inactivacion funcional con tetrodotoxina impide la adquisicion del

CAS (Roldan & Bures, 1994). En el primer trabajo mencionado se realizaron lesiones con
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acido iboténico de al menos el 90% del nlcleo basolateral de la amigdala en ratas.
Posteriormente se realizo el CAS y 4 dias después se evalu6 la memoria. Lo que
observaron fue que los animales con lesiones en la ABL son incapaces de aprender el
CAS y cuando se realizaron las lesiones en ratas que habian sido pre-expuestas dias antes

al EC (sacarosa) no se afecto el CAS.

Asi también, se reportd que el bloqueo funcional de la ABL entre el estimulo gustativo y
el visceral impide la formacién de la memoria de aversion (Miranda et al; 2003). En ese
trabajo se estudi6 el papel del sistema noradrenérgico en la amigdala basolateral durante
la presentacion del estimulo incondicionado (EI) y durante la consolidacion de la tarea.
Se realizaron inyecciones bilaterales de propanolol, antagonista de receptores
noradrenérgicos, en la ABL de la rata. Se les dio como estimulo condicionado sacarina y
30 minutos después se les realizd la microinyeccion del farmaco, inmediatamente
después se aplico el cloruro de litio via intraperitoneal como estimulo incondicionado. La
prueba de memoria se llevo a cabo tres dias después y se observd que el consumo de
sacarina aument6 en los animales experimentales en comparacion con el grupo control.
Sin embargo, no se observé diferencia alguna en los consumos del dia de la inyeccion.
Este efecto indica la participacion de la ABL por medio de los receptores
noradrenérgicos. Dado que éste efecto se obtiene cuando la inyeccion se da entre los dos
estimulos se sugiere que la ABL esta involucrada en el procesamiento de la informacion

visceral de esta tarea de aversion.

Esto indica, en resumen, que la participacion de la corteza insular y de la amigdala
basolateral en el aprendizaje del CAS, es necesaria para la formacion de aversion al

sabor.

3.5.- Activacion de poblaciones neuronales en la adquisicion del CAS

Utilizando la técnica de catFISH se han realizado estudios para visualizar activacion de
neuronas después de tareas de aprendizaje, como es el caso del CAS. En el trabajo
realizado por Barot y colaboradores del 2008, se utilizo el paradigma conductual del
CAS, con el fin de evaluar la convergencia de estimulos en la amigdala basolateral y en la
region agranular de la corteza insular de rata. Se realizo por medio catFISH, que permite

determinar qué células responden al estimulo condicionado, qué células responden al
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estimulo incondicionado y qué células responden a los dos estimulos.

Como se muestra en la figura 3.5; los resultados que obtuvieron revelaron que existen
células de la amigdala basolateral que responden s6lo a un estimulo y otras que
responden a ambos, Por lo tanto, concluyen que la informacion de los EC y EI durante la
adquisicion del CAS, coincide en una subpoblacion de neuronas de la ABL. Sin embargo,
no encontraron diferencias con respecto al grupo control en la cantidad de células
activadas por un estimulo o ambos en la corteza insular. Asimismo, encontraron que
cuando se realiza un condicionamiento reverso, en donde se presenta primero el EI y
luego el EC, los animales no muestran aversion al sabor en la prueba de memoria, y que
no hay un aumento en el numero de neuronas activadas. La falta de activacion después
del condicionamiento reverso indica que la coincidencia en células de la ABL es una
consecuencia especifica de la asociacion de los estimulos, y no sélo por la presentacion

de los mismos (Barot et al; 2008).
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Figura 3.5. Expresion de Arc en células de la ABL y de la CI de rata. La grdficas A y C muestran
el numero de células en la ABL y CI respectivamente que muestran actividad de Arc en el nicleo
(barras blancas) o en el citoplasma (barras negras) después de la presentacion de los estimulos
(EC, EI, EC-EI, control). Las grdficas B y D muestran el numero de células en la ABL y CI
respectivamente que muestran actividad tanto en niucleo como en citoplasma después de la

presentacion de los estimulos (EC, EI, EC-EI, control) (Barot et al; 2008).
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Los resultados anteriores demuestran que hay un grupo de neuronas de la amigdala
basolateral de rata que se activa por la presentacion de los EC, EI o ambos después de la
adquisicion del condicionamiento de aversion al sabor. Los datos de Barot y
colaboradores del 2008, sugieren que en las células activadas de la ABL después del
CAS, esta convergiendo la informacién de estimulos y probablemente esas células sean

sitios de modificaciones sinapticas.
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IV.- ANTECEDENTES DIRECTOS EN RELACION A LA ENFERMEDAD DE
ALZHEIMER

4.1. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita en 1907 por Alois Alzheimer. El observo
tres caracteristicas que son reconocidas actualmente como signos distintivos de la
enfermedad: placas seniles, principalmente en el hipocampo, marafias neurofibrilares y

pérdida neuronal (Squire & Kandel, 2009).

Las placas seniles estan compuestas por depositos de una proteina llamada beta-amiloide,
y se encuentran rodeadas por tres elementos celulares: neuronas pre y postsinapticas,
astrocitos y microglia. El componente principal de las placas es el péptido de beta-
amiloide, que se forma a partir del corte de una proteina transmembranal llamada APP
(amyloid precursor protein). Las marafias neurofibrilares son estructuras filamentosas
compuestas por la proteina tau, y se alojan en los cuerpos celulares y dendritas. Estas
formaciones se componen de la forma hiperfosforilada de tau, proteina asociada al

citoesqueleto (Oddo et al; 2006).

Se han identificado tres mutaciones en genes especificos que predisponen al
padecimiento de la EA, en personas con antecedentes familiares y en personas con
desarrollo temprano de la enfermedad. Uno de los genes es el que codifica para la
proteina APP, que se encuentra en el brazo largo del cromosoma 21, también el gen que
codifica para la proteina presenilina 1 en el cromosoma 14, y el que codifica para la
preoteina presenilina 2 ubicado en el cromosoma 1. Estas tres mutaciones son del tipo

autosémico dominante (Squire & Kandel, 2009).

La patologia se desarrolla en estructuras cerebrales particulares que estan implicadas en
procesos mnemonicos y de aprendizaje. La patologia més severa en la EA esta localizada
en el l6bulo temporal medial, y los primeros cambios patologicos aparecen en la region
entorrinal, progresan hacia la formacion hipocampal y después hacia areas neocorticales

(Braak & Braak, 1991).
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4.2.- Raton triple transgénico 3x-Tg modelo de enfermedad de Alzheimer

El grupo de Oddo y colaboradores desarrollé un raton transgénico con el fin de estudiar la
interaccion entre tau y beta amiloide en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.
Dicho ratén se obtuvo a partir de un raton knock-in para la mutacion del gen presenilina 1
(PS1mis6v). Se obtuvieron embriones del raton PS1y46v y se les inyectaron los genes con
las mutaciones APP gy, tau P3g;r, como se ilustra en la siguiente figura 3.3. Ambos genes
se introdujeron en un cassete bajo el control del elemento regulador Thy 1.2, que se ha
visto regula la expresion de transgenes, especificamente en el sistema nervioso central.
Este modelo transgénico presenta la ventaja de desarrollar tanto la patologia de
acumulacion de placas, formadas por el péptido de beta amiloide, y también la

caracterizada por la acumulacion de marafias neurofibrilares de tau (Oddo et al; 2003).
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Figura 4.2.1. En A se muestra la ilustracion que ejemplifica la estrategia para desarrollar al
raton triple transgénico. En B se muestra una fotografia de un western blot, donde se observa la
expresion de las proteinas Tau y APP especificamente en el sistema nervioso central. En C se
muestra la expresion de Tau y APP en estructuras del cerebro de raton implicadas en procesos

de aprendizaje y memoria (Oddo et al; 2003).

En un estudio realizado por Billings y colaboradores, se evalu6 el desempefio de ratones
3xTg-AD en tareas de aprendizaje. Evaluaron la memoria en el laberinto acuatico de

Morris y en la tarea de prevencion pasiva. Es significativo que los autores observaron
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déficits cognitivos desde los 4 meses de edad para ambas tareas, concomitante con la
observacion de la acumulacion del péptido beta amiloide intracelular y extracelular en
hipocampo y amigdala, estructuras implicadas en el aprendizaje y almacenamiento de la
memoria de las tareas evaluadas. La acumulacion de la beta amiloide (Figura 4.2.2)
correlaciona temporalmente con la edad a la que observaron los déficits de aprendizaje

(Billings et al; 2005).
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Figura 4.2.2. Acumulacion de beta-amiloide en hipocampo y amigdala de tejido de raton 3x-Tg.
En A y B se muestran fotografias de una inmunohistoquimica contra el péptido de beta-amiloide
en la region CAI del hipocampo y en la amigdala respectivamente de tejido obtenido de un raton
de 6 meses de edad. Se observa la acumulacion del péptido intracelular en las zonas de mayor

densidad optica y las flechas indican algunas acumulaciones extracelulares del péptido (Billings

etal; 2005).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es uno de los desordenes neurodegenerativos mas
comunes asociados al envejecimiento. Y se caracteriza por las fallas progresivas en el
aprendizaje y en la memoria. Los estudios para entender los mecanismos que provocan
los problemas cognitivos de esta enfermedad en animales de laboratorio se han enfocado
tradicionalmente a tareas de tipo espacial (Billings et al/; 2005). Por ejemplo, se ha
utilizado el laberinto acuatico de Morris, para evaluar el aprendizaje y la memoria en
modelos murinos con EA. Sin embargo, hay trabajos que han estudiado el aprendizaje y
la memoria en otros tipos de paradigmas conductuales, como es el caso del CAS para

obtener informacion sobre memoria implicita en EA (Pistell et al; 2009, Devi & Ohno,

2010).
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4.3.- CAS en modelos murinos de 1a enfermedad de Alzheimer

Con el fin de evaluar un tipo de memoria implicita en un modelo transgénico para la
enfermedad de Alzheimer, Pistell y colaboradores, realizaron un estudio en un modelo
doble transgénico (PS1 + APP). Evaluaron la tarea del CAS a una edad de 10 meses,
cuando ya se observa acumulacion de placas de beta-amiloide. Presentaron sacarina,
como EC, a los animales y una hora después inyectaron via intraperitoneal cloruro de
litio, como EI. Realizaron la prueba de memoria 48 horas después del condicionamiento.
Observaron que los animales PS1 + APP, en comparacién con los animales de tipo
silvestre, no son capaces de adquirir la tarea del CAS, e incluso desde los 6 meses se
observan estas deficiencias en el aprendizaje de aversion al sabor. Los resultados de

Pistell y cols. se muestran en la figura 3.4.1.
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Figura 4.3. Prueba de memoria en ratones transgenicos (PS1 + APP) y ratones de tipo silvestre
después del CAS. En esta grdfica se muestra el porcentaje de preferencia de sacarina el dia de la
prueba de memoria. De lado izquierdo se muestra la preferencia de sacarina de los ratones de
tipo silvestre. Las barras de la derecha corresponden a la preferencia de los animales
transgénicos PSI+APP. Las barras blancas representan los grupos de animales control a los que
se les inyecto cloruro de sodio como EI y las barras de color gris representan el grupo del
condicionamiento, al que se le presento cloruro de litio como EI. A todos los animales se les

presento sacarina como EC (Pistell et al; 2008).
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Asimismo, otro trabajo de Moreno y colaboradores, evaluaron la formacion de la
memoria de aversion al sabor en un grupo de animales 3x-Tg AD. Se observd, en la
prueba de memoria, que los ratones de edad de 9 meses no muestran aversion al sabor en
comparacion con el grupo de ratones de tipo silvestre. Mientras que los ratones 3x-Tg de
2 meses de edad si presentan aversion al sabor en la prueba de memoria, y desde los
cinco meses de edad se observa un menor indice de aversion en los ratones 3x-Tg. Sus
resultados sugieren que a la edad de 9 meses los animales transgénicos (3xTg-AD) ya

presentan déficits en la formacion de la memoria de aversion al sabor (Moreno et al;

2010).
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Figura 4.4. Prueba de memoria después del CAS en ratones 3x-Tg AD y ratones de tipo silvetre.
En la figura se muestra el indice de aversion 24 horas después de un condicionamiento de
aversion al sabor en ratones de tipo silvestre y 3x-Tg AD, ambos en grupos 2, 5 y de 9 meses de
edad. Se observa que los ratones con enfermedad de Alzheimer desde la edad de 5 y 9 meses no

presentan aversion al sabor en comparacion con el grupo de animales de tipo silvestre (Moreno

et al; 2010).

Como conclusion de los trabajos antes descritos, donde se evaliia la memoria de aversion
al sabor, se puede decir que los animales transgénicos que desarrollan la patologia de la

EA presentan déficits para adquirir el condicionamiento de aversion al sabor.

En resumen, hay antecedentes que indican que ratones modelo para la enfermedad de
Alzheimer son incapaces de aprender el condicionamiento de aversion al sabor. Tanto en
el modelo de raton triple transgénico 3xTg-AD (PS1M146V, APP Swe, tau P301L),

como en otros modelos transgénicos para la enfermedad se han reportado estas fallas en
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el aprendizaje del CAS (Pistell ef al; 2008, Janus et al; 2004 y Hanna et al; 2009).
Asimismo, se han reportado estudios donde se ve una desregulacion global de la
expresion del gen Arc en modelos con EA (Dickey et al; 2003) y se sabe que Arc es
necesario para la consolidacion de la tarea del CAS (Plath et al; 2006). Por todo lo
anterior, resulta interesante y relevante llevar a cabo estudios mas especificos con
resolucion celular y temporal, por medio de catFISH, de la expresion de Arc durante el

aprendizaje de aversion al sabor, CAS, en ratones 3x-Tg.
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V.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1.- Planteamiento del problema

1.- Dados los antecedentes anteriores, es de gran interés visualizar por medio de catFISH
los grupos de neuronas que se activan durante el aprendizaje de aversion al sabor, en las
regiones de la corteza insular y la amigdala basolateral de raton de tipo silvestre, ya que

ambas son estructuras necesarias para que se forme la memoria de aversion al sabor.

2.- Debido a que se ha reportado que animales transgénicos modelo para la enfermedad
de Alzheimer no son capaces de adquirir el condicionamiento de aversion al sabor, es
necesario estudiar por medio de catFISH la activacion de neuronas en la corteza insular y
de amigdala basolateral después de la adquisicion del CAS, y evaluar si hay diferencias

con el grupo silvestre.

5.2.- Hipétesis

En la corteza insular y en la amigdala basolateral se visualizard un mayor nimero de
células activadas que responden a los estimulos condicionado, incondicionado y a ambos
después de la adquisicion del CAS en ratones de tipo silvestre, no asi en animales 3x-Tg

AD.

El objetivo principal del presente trabajo fue evaluar la hipotesis anterior por medio de

los siguientes objetivos especificos.

5.3.- Objetivos:

1) Identificar los grupos de neuronas en la corteza insular y amigdala basolateral que
responden a los estimulos condicionado, incondicionado, y a ambos, después de la

adquisicion del condicionamiento de aversion al sabor en ratones de tipo silvestre.

2) Identificar los grupos de neuronas en la corteza insular y amigdala basolateral que
responden a los estimulos condicionado, incondicionado, y a ambos, después de la

adquisicion del condicionamiento de aversion al sabor en ratones 3x-Tg AD.
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VI.- METODOLOGIA
6.1.- Sujetos

Se utilizaron ratones macho C57BL/6, y ratones triple transgénicos modelo para la
enfermedad de Alzheimer (3x-Tg) con las mutaciones PS1M146V, APP Swe y tau
P301L, de 9 a 11 meses de edad. Cada animal se colocd de manera individual con acceso
ilimitado a comida, el agua se restringid en tiempos determinados durante la fase

experimental, que se llevo a cabo durante la fase de luz.

6.2.- Procedimiento conductual
Condicionamiento de Aversion al Sabor

Se utilizd6 un protocolo de condicionamiento de aversion al sabor en ratones de tipo
silvestre (n=4) y ratones 3xTg-AD (n=4). Los animales se privaron de agua por 24 h.,
para después ser sometidos a un régimen durante los siguientes 5 dias, en el que se les
presentaron 10 ml de agua durante 5 minutos cada 24 horas por medio de un tubo
Corning® de 15 ml y un tapén metélico que funcioné como bebedero, al final se registrd
el consumo de agua de cada animal para calcular la tasa de consumo base. Se utilizo
como estimulo condicionado sacarina en una concentracion del 0.3%. Como estimulo

incondicionado, se utilizé cloruro de litio en una concentracion 0.4 M.

El dia 6 se presentaron 10 ml. de sacarina como EC por 5 minutos. Se registro el
consumo individual de cada animal, 30 minutos después se inyecto via intraperitoneal un
inductor de malestar gastrico (LiCl; 7.5 mL/kg) como EI, 5 minutos después de la

inyeccion se sacrificd a cada animal.

Para evaluar la respuesta en el numero de neuronas que responden a los estimulos del
CAS presentados por separado, sacarino o litio, se realizd otro grupo conductual. Los
animales de tipo silvestre (n=4) y 3xTg-AD (4) fueron expuestos unicamente a uno de los
dos estimulos (EC o EI). Dicho grupo de animales se privo por 24 h de agua, y durante
los siguientes dias se les present6 de la misma manera 10 ml. de agua durante 5 minutos y
se registrd su consumo. El sexto dia a un grupo de animales se les presentd sacarina

durante 5 minutos, se registrd el consumo y se sacrificaron 25 minutos después. Al otro
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grupo de animales se les inyectd cloruro de litio via intraperitoneal y se sacrificaron 5

minutos después.

Dias 1-5 Dia 6

LB - Agua CAS
2) 5 min Sac-LiCl
LiCl Sacrificio
. Sac " l *
b) o’ 5’ 25’ 30’

Figura 6.2.1. Esquema del protocolo conductual del CAS. En a) se muestra el protocolo conductual
que se utilizo para el condicionamiento. Los dias 1 a 5 se dio agua por 5 minutos y se registro el
consumo, el sexto dia se presentaron los EC y EI. En b) se muestra como fueron presentados los
estimulos durante el dia del condicionamiento, por 5 minutos se presento la sacarina 0.3%, 25

minutos después se inyecto el LiCl intraperitoneal y se sacrifico a los animales 5 minutos después.

Dias 1-5 Dia 6
LB - Agua EC
a) 5 min Sac
Sacrificio
L Sac [ +
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¢) 5 min LiCl
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Figura 6.2.2. En a) se muestra el protocolo conductual que se utilizé para el grupo del EC, los
dias 1 a 5 se presento agua por 5 minutos y se registro el consumo, el sexto dia, se muestra en b)
y se presento unicamente la sacarina por 5 minutos. Se sacrificaron los animales 25 minutos
después. En el esquema c) se muestra el protocolo para el grupo del estimulo incondicionado y se
le dio linea base de agua igual que el grupo anterior. El sexto dia se inyecto el LiCl y 5 minutos

después se sacrifico a los animales.
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Como control se utilizaron animales intactos de las mismas edades para ambos grupos,
3x-Tg y silvestres, y se sacrificaron el mismo dia que los grupos que tuvieron

presentacion de estimulos. Se utilizo una n de 3 por cada grupo de ratones.

6.3.- Sacrificio y procesamiento del tejido

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion. Después del sacrificio se
extrajeron los cerebros rapidamente y se colocaron en un molde de plastico que se
sumergid en una solucion a una temperatura de -30° C de isopentano en un bafio con
etanol y hielo seco. Los cerebros fueron almacenados en un congelador a -70° C.
Posteriormente se seccionaron los cerebros en una matriz de seccion de la siguiente
manera: se colocd una primer navaja en el limite de la corteza cerebral y el cerebelo, se
coloco una segunda navaja 2 mm anterior a la primer navaja y por ultimo, una tercera 5
mm anterior en relacion a la segunda. Se colocaron los cerebros de todos los grupos en un
molde de plastico y se les cubrio con compuesto OCT Tissue-Tek”™ para ser cortados
después en un criostato Leica®™ CM 1850. Se realizaron cortes de todos los cerebros en el
cridstato a una temperatura de -18° C, tuvieron un grosor de 20 micras y fueron
recolectados en laminillas (Superfrost VWR™). Los tejidos obtenidos se dejaron secar y
posteriormente fueron almacenados herméticamente a -70° C, hasta que fueron

procesadas para hibridacion in situ del gen Arc.

6.4.- Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Los tejidos fueron procesados por medio de hibridacion in situ fluorescente para detectar
el transcrito del gen Arc. Se seleccionaron laminillas que contenian secciones de la
corteza insular y de la amigdala basolateral de los tejidos para el procedimiento
histoldgico. El procesamiento consistio en fijar los tejidos con paraformaldehido, después
se colocaron en una solucién de acético anhidrido y por ultimo en una de acetona-
metanol. Después se realiz6 un paso de prehibridacion, se colocaron los tejidos con buffer
de hibridacion sin sonda, en una camara humeda de incubacion cerrada herméticamente,
para después realizar la hibridacion en la misma cadmara. Se colocoé una sonda de ARN
antisentido del mensajero del gen Arc marcada con digoxigenina (200 ng de sonda por

cada 100 pl de buffer de hibridacion, Sigma St. Louis MO) y se mantuvieron los tejidos a
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una temperatura de 56° C durante 16-18 horas. Posterior a la hibridacién se realizd una
serie de lavados incluyendo uno con RNAasa A, para eliminar el ARN no hibridado y los
restos de sonda que no hibridaron en el proceso anterior. Después de los lavados se
realiz6 una incubacion con anticuerpo primario anti-digoxigenina conjugado a peroxidasa
durante toda la noche, a una temperatura de 4° C. Se detectd el anticuerpo por medio del
sistema de amplificacion de PerkinElmer® con TSA vy el fluoréforo cianina 3 (Cy3). Por

ultimo se tifieron los nacleos con 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) o Sytox.

6.5.- Analisis confocal

Se obtuvieron las imagenes con un objetivo 40X de inmersion, utilizando un microscopio
confocal Olympus® FV1000, con el cual por medio de un laser 543 He/Ne se excit6 la
sefial de CY3, un laser 488 de Ar para excitar la sefial de Sytox y un laser multilinea azul
de Ar para excitar la sefal de DAPI. Se realizaron apilados en el plano de Z de las
estructuras de interés, y los parametros se establecieron de acuerdo a un animal del grupo
control y se mantuvieron a lo largo de la laminilla. Se tomaron 6 diferentes areas a lo
largo del plano de Z en la corteza insular y 5 areas en el caso la amigdala basolateral.

Posteriormente se analizaron las fotografias obtenidas con el software de Image J.

6.6.-Analisis de imagenes

Para el andlisis de las imagenes se tomaron en cuenta todos los planos en Z de cada una
de las fotografias, y se obtuvo el plano medio a partir de la division en dos del total de los
planos. A partir del plano medio se tomaron en cuenta para el conteo el 60% de los
planos hacia arriba y hacia abajo que componen la imagen. Se contabilizaron las células
totales y las que presentaron tincion del ARN mensajero del gen Arc seglin los siguientes

pardmetros:
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- Células positivas para Arc en citoplasma: aquellas con marca en el 60% del citoplasma.

- Células positivas para Arc en nacleo: aquellas con marca de los dos alelos del gen en al

menos 4 planos de Z.

- Células positivas para Arc en citoplasma y nucleo: aquellas que cumplieran los dos

criterios anteriores.

- Células negativas para Arc: aquellas que no cumplieron ningun criterio anterior.

6.7.- Genotipificacion

Para corroborar que los animales utilizados en el experimento fueron efectivamente
3xTg-AD o silvestres, se tom6 un fragmento de cola de cada animal después de su
sacrificio. Se extrajo el DNA y posteriormente se corrid un protocolo de PCR

convencional para detectar los genes APP-tau y PS1.

6.8.- Analisis estadistico

Se obtuvieron, a partir de los conteos realizados en el andlisis de imagenes, el nimero de
neuronas totales de las estructuras analizadas, y el niumero de neuronas con ARN
mensajero del gen Arc segin su localizacion celular. Se sumaron el total de neuronas
contabilizadas para cada animal, y se realizd una proporcion entre las neuronas positivas
para cada condicion de expresion de Arc y el total de células. Se realizaron pruebas de
ANOVA de una via y luego un andlisis post-hoc de Fishers para evaluar si habia
diferencia entre los grupos en el caso del analisis de células. Se realiz6 una prueba ¢ de
Student pareada para analizar el consumo de sacarina y agua consumida en los grupos de

ratones. Se considero diferencia significativa cuando p < 0.05 para todos los casos.
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VII.- RESULTADOS

7.1.- Consumo de agua durante la linea basal y de sacarina en la neofobia

Los animales fueron expuestos a un sabor novedoso seguido de un inductor de malestar

gastrico el dia del condicionamiento, después de cinco dias de linea base de agua. Se

registraron los consumos de liquido durante los dias de consumo de agua y el dia de la

presentacion de la sacarina. Una prueba t de Student pareada no reveld diferencias

significativas entre el consumo de sacarina y el promedio de consumo de agua para

ningin grupo.
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Figura 7.1. Consumo de linea base de agua y sacarina de ratones de tipo silvestre y 3x-Tg AD. En

esta grafica se muestra el consumo en mililitros de linea base de agua y el consumo de sacarina

el dia del condicionamiento. No se observan diferencias entre los grupos.

Estos resultados indican que los animales de tipo silvestre o 3x-Tg no muestran neofobia al

sabor novedoso. Sin embargo, esto podria deberse al poco volumen que consumen

durante los dias, ya que el tiempo en el que pueden beber esta restringido a sélo 5

minutos, debido a que esto es necesario para realizar el protocolo de catFISH.

7.2.- Analisis de imagenes

Se presento el estimulo condicionado (sacarina 0.3%) durante 5 minutos, 30 minutos después

se inyectd el estimulo incondicionado (cloruro de litio 0.4M) via intraperitoneal, y 5

minutos después se sacrificaron los animales. Se realizaron dos grupos control, a los que

solo se les presentdé uno de los dos estimulos del CAS. Se obtuvieron los cortes

correspondientes a las estructuras deseadas y se realizo el protocolo de catFISH antes

descrito. Las imagenes se analizaron de acuerdo a los siguientes criterios: se incluyeron
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en el analisis las neuronas identificadas por medio de la contratincion de Sytox que
estuvieran en el plano medio de las imagenes y se descartaron las células gliales del
analisis. Una vez identificadas las neuronas, se identificaron aquellas que mostraron sefial
de Arc por medio de la tincion de Cy3, y se consideraron positivas las células que

tuvieran tincion en nticleo y/o citoplasma en al menos el 60% de los planos medios.

Debido a la dinamica de expresion del gen Arc, éste se puede ver expresado en el nucleo
cuando las células responden al estimulo mas reciente en el tiempo, es decir, al cloruro de
litio. Cuando las células responden al estimulo maés lejano en el tiempo, sacarina, la
expresion de Arc se observa en el citoplasma. Por lo tanto, las células que muestran senal

de Arc en el ntcleo y citoplasma, son aquellas que responden a los dos estimulos.

Figura 7.2.1 Expresion de Arc en neuronas después de la presentacion de los estimulos del CAS.
Se muestran imdgenes representativas de células activadas después de la adquisicion del CAS. El
color verde es la serial de Sytox que tifie los nucleos y la sefial de color rojo es de Cy3 que indica
la senial del tramscrito del gen Arc. a) célula con tincion nuclear b) célula con tincion en

citoplasma c) célula con tincion en nucleo y citoplasma.

La cuantificacion de las células se llevo a cabo en todas las areas de la corteza insular,
como se muestra en la figura 7.2.2, y se analizaron las imagenes como se describid

anteriormente a partir de las fotografias obtenidas.
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Figura 7.2.2. Esquema representativo de las seccion analizada de la corteza insular. Cada

circulo representa una zona de donde se obtuvo una fotografia. (modificado de Paxinos &

Watson, 1998).

La cuantificacion de las células en la amigdala basolateral se llevdo a cabo como se
muestra en la figura 7.2.3, y se analizaron las fotografias obtenidas como se describid

anteriormente.
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Figura 7.2.3 Esquema representativo de las seccion analizada de la amigdala basolateral. Cada

circulo representa la zona de donde se obtuvo cada fotografia. (modificado de Paxinos &

Watson, 1998).
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7.3.- Identificacion de neuronas que expresan Arc después de la presentacion de los

estimulos durante el CAS en la CI de animales de tipo silvestre.

El andlisis de imdgenes en la corteza insular de animales de 9-11 meses de edad de tipo
silvestre demostré que hay un incremento en el nimero de neuronas que responden a la
presentacion del sabor en comparacion con el grupo control (p>0.05). Los resultados
muestran un mayor nuamero de células que expresan Arc en el citoplasma, cuando el EC

es presentado solo, no asi cuando es presentado junto con el EI después del CAS.

También se observa un aumento en el numero de neuronas que expresan Arc en el
nucleo, en el grupo conductual al que solo se le presento el EI. Se observan diferencias
significativas en el porcentaje de células con expresion en ntlcleo, después de la
presentacion del EC, en comparacion del grupo control intacto (p<0.01). No se observan
diferencias en el numero de células con expresion nuclear, después de la presentacion de

los estimulos en el grupo del CAS.

Finalmente, para la expresion de Arc localizada tanto en nucleo como en citoplasma, se
observa que hay un incremento significativo (p<0.01) en el nimero de neuronas
marcadas en comparacion con el grupo control de caja, después de la presentacion de los
dos estimulos juntos (CAS). No se observo aumento en el nimero de neuronas que
expresaron Arc en nucleo y citoplasma cuando alguno de los estimulos se present6 solo.
Estos resultados se muestran en la figura 7.3.2, en donde se grafico el porcentaje del total
de neuronas que expresan Arc después de la exposicion de estimulos del CAS segin el

grupo conductual.
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Figura 7.3.1. Activacion de neuronas que expresan Arc en citoplasma o nucleo en la corteza
insular de ratones silvestres de 9-11 meses de edad. La grdfica muestra el porcentaje de células
activadas que expresan Arc de acuerdo al total de células encontradas. Las células que
respondieron solo a uno de los dos estimulos después de la adquisicion del CAS, muestran
tincion de Arc en citoplasma si fueron activadas por el EC (sacarina) o en nucleo si fueron
activadas por el EI (Cloruro de Litio). Los * muestran si hay diferencias entre un grupo y su

respectivo control de caja,**=p < 0.01, *=p < 0.05.
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Figura 7.3.2. Activacion de neuronas que expresan Arc en micleo y citoplasma en la corteza
insular de ratones silvestres de 9-11 meses de edad. Se observa un aumento en el porcentaje de
células que expresan Arc en nucleo y citoplasma después de la presentacion de los EC y EI
después del CAS, en comparacion con en el grupo control. No se observa activacion doble en los

grupos de los estimulos presentados por separado. Los * muestran si hay diferencias entre un

grupo y su respectivo control de caja, **=p < 0.01.
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7.4.- Identificacion de neuronas que expresan Arc después de la presentacion de los

estimulos durante el CAS en la CI de animales 3x-Tg AD.

El andlisis de resultados para el grupo de animales 3x-Tg AD de 9-11 meses de edad no
reveld diferencias para las células que se activan en ntcleo o citoplasma en la region de la
corteza insular, para ninguna de las condiciones conductuales en comparacién con su
control de caja. Como se muestra en la grafica 7.4.1, no se observa ninglin incremento en
el porcentaje de células que expresan Arc después de la presentacion de estimulos, en

citoplasma o nticleo, en comparacion con el grupo control intacto.
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Figura 7.4.1. Activacion de neuronas que expresan Arc en niucleo o citoplasma en la corteza
insular de ratones 3x-Tg de 9-11 meses de edad. Se muestra el porcentaje de células que
muestran expresion de Arc en nucleo o citoplasma y no se observan diferencias en la activacion
de células que responden a los estimulos EC o EI, presentados solos o después del CAS, en

comparacion con el grupo control.

Asimismo, en la activacion doble (citoplasma y nucleo) de células de la corteza insular de
ratones 3x-tg AD de 9-11 meses de edad, no se observaron diferencias después de la
presentacion de los estimulos solos o apareados, en comparacion con el control
conductual intacto. En la siguiente grafica 7.4.2, podemos observar el porcentaje de
células con expresion del gen Arc en nucleo y citoplasma que responden a los estimulos
del CAS en la corteza insular. No se observan diferencias en el porcentaje de células
activadas en los ratones 3x-Tg de 9-11 meses de edad en comparacion con el grupo

control.
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Figura 7.4.2. Activacion de neuronas que expresan Arc en micleo y citoplasma en la corteza
insular de ratones 3x-Tg de 9-11 meses de edad. No se observa un aumento significativo en el
porcentaje de células activadas que responden a los dos estimulos después del CAS, ni tampoco
en los grupos a los que se les presentaron los estimulos por separado, en comparacion con el

grupo control intacto.

En resumen, los resultados obtenidos en la corteza insular indican que en los animales
silvestres hay una poblacion de neuronas que responde al estimulo incondicionado
después de su presentacion sola ya que hay diferencias significativas entre este grupo y el
control respectivo (p<0.01). Asimismo, en este grupo de animales silvestres se observa
que para las células que responden al EC en el citoplasma, hay diferencias entre el grupo
control de caja y el que solo recibid EC, lo que indica que en la corteza insular hay una
poblacién de neuronas que responde al estimulo de la sacarina cuando se presenta s6lo
(p<0.05). Cuando se realiza el condicionamiento de aversion hay un aumento en el
porcentaje de neuronas que responden a ambos estimulos en la CI, en comparacion con la
activacion de neuronas del grupo control intacto (p<0.01). Por el contrario, en los
animales 3x-Tg AD, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
activacion de células que responden a los estimulos, presentados solos o después del

CAS, en comparacidn con sus respectivos grupos control intactos.

Los datos obtenidos en la corteza insular nos muestran que hay un grupo de células de la
CI de los animales de tipo silvestre que se activa y responde a los estimulos,
condicionado e incondicionado, después del aprendizaje del CAS. Asi como también
podemos ver que en los grupos control con presentacion de EC o EI, hay células de la CI

que responden solo a esa estimulacion. Los datos no muestran diferencia en el porcentaje
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de las células con expresion de Arc en la CI de animales 3x-Tg AD de 9-11 meses en
comparacion al grupo control intacto. Esto indica que no hay un aumento en el namero de
neuronas que responden a los estimulos después del CAS o a los estimulos solos. Esto
sugiere una posible relacion entre la falta de activacion de células después del
condicionamiento de aversion con la patologia de la enfermedad de Alzheimer que

presentan los animales 3x-Tg.

7.5.- Identificacion de neuronas que expresan Arc después de la presentacion de los

estimulos durante el CAS en la ABL de animales de tipo silvestre.

El andlisis de las imdgenes en la region de la amigdala basolateral de animales de 9-11
meses de edad de tipo silvestre, demostré que hay un incremento en el numero de
neuronas que responden a la presentacion del sabor, EC, en comparacion con el grupo
control (p<0.05). Las neuronas que respondieron al EC expresaron Arc en el citoplasma,
cuando la sacarina fue presentada sola, y no mostraron esta activacion cuando la sacarina
fue presentada junto con el El en el grupo del CAS. También se observa un aumento en el
nimero de neuronas que expresan el gen Arc en el nlcleo, en el grupo conductual al que
solo se le presento el EI, y se observan diferencias significativas con el grupo control
intacto (p<0.05). No se observan diferencias en la expresion citoplasmica o nuclear
después de la presentacion de los estimulos durante el CAS. Los resultados se muestran
en la grafica 7.5.1, en porcentaje de células que expresan Arc en citoplasma o nicleo con

respecto al total de células contabilizadas en esta estructura.

53



18
1 Kk [ ] Cage
" 14 I ] sac
:Di( 12 4 O ua
Z  10- O cas
5 ol [
3
o] *
— B4
8 I I [
a 47
>~ 5 4 T
] ——

CITOPLASMA NUCLEO

Figura 7.5.1. Activacion de neuronas que expresan Arc en niicleo o citoplasma en la ABL de
ratones silvestres de 9-11 meses de edad. Se grafica en porcentaje de células activadas, las
neuronas que expresan Arc en nicleo o citoplasma, después de la presentacion de los estimulos
del CAS. Los * muestran si hay diferencias entre un grupo y su respectivo control intacto **=p

<0.01, *=p < 0.05.

Se observé en los animales de tipo silvestre un aumento significativo en el porcentaje de
células de la ABL que expresan Arc, como respuesta a los dos estimulos en el grupo del
condicionamiento con respecto al grupo control intacto. Es decir, hay un aumento en el
numero de células en las que coincide la informacion de los estimulos en la ABL después
del condicionamiento de aversion al sabor. *= p < (.05. No se observaron cambios en el
porcentaje de células que expresaron Arc en los grupos que sélo tuvieron presentacion de

sacarina o litio en comparacion al grupo control intacto.
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Figura 7.5.2. Activacion de neuronas de la ABL de ratones silvestres de 9-11 meses de edad que
expresan Arc en niicleo y citoplasma. Se muestra en porcentaje de células que expresan Arc en
citoplasma y niicleo la respuesta a los estimulos condicionado e incondicionado después de la
presentacion de los estimulos del CAS. Los * muestran si hay diferencias entre un grupo y su

respectivo control de caja, *= p < 0.05.

7.6.- Identificacion de neuronas que expresan Arc después de la presentacion de los

estimulos durante el CAS en la ABL de animales 3x-Tg AD.

El andlisis de resultados en la amigdala basolateral para el grupo de animales 3x-Tg AD
de 9-11 meses de edad, no mostré diferencias en la activacion de células que responden a
la presentacion de estimulos solos o juntos en el CAS. Como se muestra en la grafica
7.6.1, no se observa ningun incremento en el porcentaje de células que expresan Arc en
citoplasma o nucleo, en comparacion con el grupo control intacto, cuando los estimulos
son presentados solos o después de la presentacion de ambos durante el condicionamiento

de aversion al sabor.
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Figura 7.6.1. Activacion de neuronas en la ABL de ratones 3x-Tg de 9-11 meses de edad que
expresan Arc en nucleo o citoplasma . La grdfica muestra el porcentaje de células activadas, que
respondieron solo a uno de los estimulos después de la adquisicion del CAS, o después de la
presentacion de los estimulos solos. No se observan diferencias significativas entre los grupos
conductuales y el grupo control intacto para la activacion de células que muestran tincion de Arc

en niicleo o citoplasma.

El anélisis estadistico de la expresion de Arc en nlcleo y citoplasma en la amigdala
basolateral de ratones 3x-Tg AD de 9-11 meses de edad no reveld diferencias
significativas para el grupo conductual que recibid los dos estimulos durante la
adquisicion del CAS en comparaciéon con el grupo control. Tampoco se observan
diferencias significativas entre los grupos donde se presentdé un solo estimulo con
respecto al grupo control intacto. Estos resultados se pueden observar en la siguiente

grafica 7.6.2.
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Figura 7.6.2. Activacion de neuronas que expresan Arc en nucleo y citoplasma en la ABL de
ratones 3x-Tg de 9-11 meses de edad. La grdfica muestra en porcentaje de células activadas,
aquellas que respondieron a los dos estimulos después de la adquisicion del CAS, o después de la
presentacion de los estimulos solos. No se observan diferencias significativas entre alguno de los
grupos conductuales y el grupo control para el porcentaje de neuronas que muestran tincion de

Arc en nucleo y citoplasma.

Los resultados en la ABL de ratones 3x-Tg AD de 9-11 meses de edad muestran que no
hay un incremento en el porcentaje de células que expresan el gen Arc como respuesta a
los estimulos, ya sean presentados juntos durante el CAS o solos, en comparacion con el

grupo control intacto.

En resumen, los datos obtenidos en este trabajo, muestran que en la corteza insular y en la
amigdala basolateral de ratones de tipo silvestre hay un grupo de neuronas que se activa
por la presentacion de los estimulos condicionado o incondicionado, respondiendo sélo
en citoplasma o ntcleo, cuando se presentan solos. Por otra parte, muestran que hay un
grupo de células en la CI y ABL, en las que la informacion de los estimulos después del
condicionamiento coincide, ya que se ve un incremento en la expresion del gen Arc tanto
en nucleo como en citoplasma, en comparaciéon con la expresion del grupo control
intacto. En el caso de los datos obtenidos en la CI y ABI de ratones 3x-Tg AD, los
resultados no muestran un aumento en el nimero de células que expresan Arc después de
la presentacion de los estimulos solos o de la adquisicion del condicionamiento. Lo
anterior sugiere que la falta de activacion de neuronas en este grupo de ratones puede

estar relacionado a procesos asociados a la patologia de la enfermedad de Alzheimer.
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VIIL.- DISCUSION

8.1.- Convergencia de estimulos en la CI y ABL durante la adquisicion del CAS en

animales de tipo silvestre.

Arc es un gen de expresion temprana, que estd involucrado en procesos de memoria y
aprendizaje. Se sabe que ratones knock-out para este gen, son incapaces de aprender
nuevas tareas y consolidarlas, entre ellas el CAS (Plath et al, 2006). Por otro lado, si se
inyecta una secuencia antisentido de oligonucle6tidos, antes de una tarea de aprendizaje
se bloquea la adquisicion de la misma, y cuando se administra la secuencia antes de la
induccion de la PLP se bloquea la fase tardia de la potenciacion (Guzowski et al, 2000).
Por lo tanto, la expresion de la proteina para la que codifica el gen Arc juega un papel

importante en la plasticidad y la formacion de la memoria de largo plazo.

El analisis de catFISH permite visualizar neuronas que expresan el gen Arc y que se han
activado por estimulos recientes (Guzowski et al; 1999). En el caso particular de esta
tesis, resultd una técnica muy util, ya que los tiempos de expresion de Arc necesarios para
su deteccion en citoplasma y nucleo se acoplan de manera ideal a los tiempos de
presentacion de los estimulos durante la adquisicion del CAS. De tal manera, el catFISH
nos permitié visualizar las células que respondieron al estimulo gustativo, sacarina,
aquellas que lo hicieron al malestar gastrico como estimulo incondicionado, y por lo tanto

también se identificaron las células que respondieron a los dos estimulos.

En la literatura se ha descrito el papel que juegan la corteza insular y la amigdala
basolateral en la formacion de la memoria de aversion al sabor. Se ha reportado que
lesiones de estas estructuras o la aplicacion de inactivadores, como tetrodotoxina,
inhibidores de la sintesis de proteinas, o bloqueadores funcionales de los sistemas de
neurotransmision, bloquean la formacion de la memoria de aversion al sabor (Gallo et al;
1992; Rosenblum et al; 1994, Bermudez-Rattoni, 2004, Morris et al., 1999, Miranda et
al., 2003). En conjunto, los trabajos mencionados siguieren que en estas estructuras se
estan llevando a cabo procesos importantes para la asociacién de la informacion del
aprendizaje de aversion al sabor y para su almacenamiento en el largo plazo. Por lo tanto,
era sugerente pensar que en estas estructuras podriamos observar coincidencia de
estimulos después de la adquisicion del CAS, ya que ambas son necesarias para el

almacenamiento de la informacion de la memoria de aversion al sabor.
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Los resultados mostrados en el presente trabajo son coincidentes con los encontrados por
Barot y colaboradores en el 2008. En dicho estudio evaluaron por medio de catFISH la
coincidencia de estimulos durante el CAS en la amigdala basolateral de rata. Observaron
que hay una poblacion de neuronas en dicha estructura en donde converge la informacion
del aprendizaje. Los datos encontrados en esta tesis en animales de tipo silvestre
muestran que en la ABL de raton hay un grupo de neuronas que responden a los EC y EI
después del CAS, ya que observamos un incremento en el numero de neuronas que

expresan Arc en citoplasma y nacleo después del CAS.

Sin embargo, con respecto a la corteza insular, en este trabajo se encontraron diferencias
significativas en el nimero de neuronas que responden a los estimulos después de la
adquisicion del CAS en la corteza insular de raton, a diferencia del trabajo de Barot y
cols. La diferencia podria deberse a que el area analizada en ese trabajo fue la region
agranular de la CI y en esta tesis se analizaron tanto las areas agranular, disgranular y
granular de la corteza. Los datos aqui presentados concuerdan con otros resultados como
el de Ferreira y colaboradores del 2006, que demostraron que la corteza insular es
activada por la asociacion de los estimulos condicionado e incondicionado después del
CAS. Evaluaron la activacion de esta estructura especificamente la region disgranular,
por medio de inmunohistoquimica de la proteina codificada por otro gen de transcripcion
temprana, c-Fos. Observaron que cuando el sabor novedoso es asociado a un malestar
gastrico, hay un aumento en la induccion de la expresion de c-Fos en la corteza insular,
especificamente en la region disgranular. Por lo tanto, los datos aqui presentados son
coincidentes con aquellos que demuestran la participacion de la corteza insular, y

especificamente la region disgranular durante el aprendizaje de aversion al sabor.

En un trabajo reciente, se observd que por medio de la infusion de anisomicina, un
inhibidor de la sintesis de proteinas, en el nucleo central de la amigdala de rata antes del
condicionamiento, se podia afectar la formacién de la memoria gustativa (Garcia-
delaTorre et al; 2010). Sin embargo, en el trabajo antes mencionado no se encuentran
efectos cuando la inyeccidon del inhibidor se realizd en el nucleo basolateral de la
amigdala. Por lo tanto, para estudios futuros resultaria de gran interés estudiar, por medio
de la técnica de catFISH, la expresion de Arc en neuronas de la region central de la

amigdala, y después evaluar diferencias con la region basolateral.
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Los resultados presentados en esta tesis de la corteza insular y amigdala basolateral
concuerdan con los diversos estudios que han estudiado la importancia y la participacion
de estas estructuras en la formacion de la memoria de aversion al sabor. En este trabajo
fue posible visualizar de manera especifica poblaciones de neuronas en la CI y ABL que
respondieron a los estimulos después de la adquisicion del CAS, ya que se pudieron

identificar cuales de ellas responden al estimulo gustativo, al estimulo visceral o a ambos.

Se ha establecido que durante el aprendizaje de tipo asociativo (Fanselow & Poulos, 2005),
la convergencia de estimulos en células particulares es lo que permite que ocurran cambios
plasticos y posteriormente que se almacene la memoria. Asi como también, se sabe que los
mecanismos plésticos, entre los que se encuentran, la transcripcion de genes y la expresion
de proteinas, son los que permiten que ocurra la consolidacion de memorias en las neuronas
que conforman una red formada por aquellas células activadas. Es decir, con los resultados
aqui presentados se esta identificando un circuito neuronal que responde a la asociacion

especifica de dos estimulos después de su presentacion.

La identificacion de células activadas después de la asociacion de estimulos tiene una
implicacion importante para el estudio del aprendizaje y la memoria. Las ideas para
explicar la asociacion entre estimulos se han planteado desde tiempos antiguos. Como lo
fueron los postulados filosoficos de Aristoteles, que explicaban el aprendizaje a partir de
la asociacién de ideas simples y su transformaciéon en ideas mas complejas, a los
planteamientos de David Hartley sobre la asociacion de estimulos a través de los nervios,
hasta los postulados tedricos de Donald Hebb en su libro “The Organization of
Behavior”. Este ultimo sugirié que la activacion convergente de los estimulos asociados
ocurre en “ensambles” (circuitos, redes) neuronales que subyacen al aprendizaje. Por lo
tanto, los datos de este trabajo muestran un conjunto de neuronas de la amigdala
basolateral y de la corteza insular que podrian ser parte de los circuitos neuronales en los

que se almacena la informacion de la memoria de aversion al sabor.
Posibles lineas de investigacion futura en relacion a nuestros resultados

A) Para la identificacion de poblaciones neuronales en la investigacion de procesos

asociativos en animales silvestres

Se han desarrollado técnicas que permiten estudiar de manera especifica la participacion

de células particulares en alguna tarea conductual. Especificamente, Han y colaboradores
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en el 2009, reportaron un método que permite afectar inicamente las células que se
activan después de cierto comportamiento, y asi evaluar si son necesarias en la prueba de
memoria. Han y cols. utilizaron un ratén transgénico en el cual se puede inducir muerte
neuronal de manera selectiva por medio de la infusion de la toxina de la difteria y al
tiempo requerido. Con este disefio, la infusion de la toxina permite causar muerte
neuronal solo en las células que expresan CREB después del condicionamiento. De esta
manera causaron la muerte especifica de las neuronas que se activaron después del
condicionamiento al miedo y como consecuencia bloquearon la expresion de la memoria
del miedo. La pérdida de la memoria fue permanente, lo que indica que identificaron un
circuito de neuronas de la amigdala que activado después del aprendizaje resulta

necesario para el almacenamiento de la informacion adquirida.

El uso de la metodologia del trabajo de Han y cols. podria ser empleado para estudiar si
la activacion de las células que se observo en los resultados de esta tesis, en la amigdala
basolateral y en la corteza insular después del CAS, es necesaria para el almacenamiento
de la memoria. De esta manera se comprobaria que la convergencia de informacion de los

estimulos durante la adquisicion determina en que células se almacenara la memoria.

B) Para estudios de plasticidad en células que expresan Arc donde converge la

informacion de estimulos del CAS

La funcion del gen de Arc ha sido estudiado ampliamente. Se ha determinado que la
proteina para la que codifica juega varios papeles en la plasticidad sinaptica (Shepard et
al; 2006, Rial Verde et al; 2006; Chowdury et al; 2006). Ademas, su expresion es

necesaria para la adquisicion de varias tareas de aprendizaje (Plath et al; 2006).

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que hay un grupo de neuronas en la corteza
insular y en la amigdala basolateral de los animales de tipo silvestre de 9 meses en las que
la informacion de los estimulos condicionado e incondicionado converge. Dado que se ha
establecido que dicha coincidencia puede provocar cambios plasticos en las neuronas
involucradas, como por ejemplo el fortalecimiento de sinapsis entre otros (Blair ef al;
2003), y debido a que Arc es un indicador de plasticidad, estos datos sugieren que
probablemente sea en estas células en particular, donde se lleven a cabo cambios
plasticos que contribuyen a la formacion de la memoria de aversion al sabor. Por lo tanto,

en estudios futuros, también se podrian estudiar los cambios plasticos que ocurren en
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estas células especificas, como consecuencia de su activacion por la coincidencia de

informacion durante el aprendizaje de aversion al sabor.

8.2.- Convergencia de estimulos en la CI y ABL durante la adquisicion del CAS en

animales 3x-Tg modelo de la enfermedad de Alzheimer.

En los animales 3x-Tg con enfermedad de Alzheimer, por el contrario a lo encontrado en
los animales de tipo silvestre, no se observa un incremento en la activacion de las células
por la presentacion de estimulos durante el CAS. Esto sugiere que tal vez la falta de
expresion del gen Arc en las neuronas de la corteza y amigdala basolateral, esté
relacionada con algun mecanismo de la patologia de la enfermedad de Alzheimer.
También se observa que los animales 3x-Tg no muestran el incremento en la respuesta al
estimulo gustativo como lo muestran los animales de tipo silvestre, o al estimulo visceral

por separado.

Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan con otros resultados conductuales
obtenidos en nuestro grupo de trabajo por Moreno y colaboradores. Los animales 3x-Tg a
partir de los 9 meses de edad no son capaces de adquirir el condicionamiento de aversion
al sabor (Moreno ef al; 2010). Asumiendo que las células donde converge la informacion
después del CAS puedan forman parte del circuito donde se almacenara la memoria, y
que en este trabajo no se observa dicha coincidencia, entonces se puede decir que los

datos concuerdan con la conducta observada en dichos ratones.

En conjunto, los resultados de esta tesis muestran dos grupos de ratones, unos que
aprenden la tarea del CAS (ratones de tipo silvestre) y los que no la aprenden (3x-Tg)
(Moreno et al; 2010), los primeros muestran un incremento en la coincidencia de
estimulos después del aprendizaje de aversion mientras que los segundos no. Por lo que
se pueden distinguir dos modelos que indican que cuando hay aprendizaje se puede
observar coincidencia, y cuando no hay aprendizaje no se observa la coincidencia en

células de estructuras importantes durante el procesamiento de informacion gustativa.
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Aunque ya se ha reportado en diversos estudios que las fallas cognitivas en ratones
modelo de la enfermedad de Alzheimer comienzan en edades tempranas, y que
correlacionan con la cantidad de acumulacion de las proteinas beta-amiloide o tau, aun no
se conocen los mecanismos moleculares exactos que provocan las fallas en el
almacenamiento de la memoria. Sin embargo hay estudios que han intentado explicar las
fallas cognitivas y los procesos celulares involucrados en el almacenamiento de la

memoria.

En el trabajo mencionado, Moreno y cols, evaluaron también la liberacion de dopamina
durante la presentacion del estimulo gustativo, en ratones 3x-Tg de 9 meses y 5 meses y
se compard con la liberacion de dopamina en animales de tipo silvestre. Encontraron que
hay una deficiencia en la liberacion de dopamina en la CI de los animales 3x-Tg.
Demostraron que la falla en la liberacion de neurotransmisor coincide con la prueba
conductual en donde los animales 3x-Tg no reconocen la sacarina como estimulo
novedoso ya que el volumen de consumo del sabor novedoso se ve incrementado, en
comparacion con los otros grupos de ratones como se muestra en la siguiente figura 7.2.1

(Moreno-Castilla et al; 2010).
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Figura 8.2.1. A) Neofobia en animales de tipo silvestre y 3x-Tg de 2-5 y 9 meses de edad.
Se muestra el consumo de sacarina en porcentaje de linea basal de agua en la
consolidacion del CAS y se observa un incremento en el consumo de liquido en los
animale 3x-Tg de 9 meses. B) Liberacion de dopamina en la CI durante la presentacion
de un sabor novedoso en ratones de tipo silvestre y 3x-Tg, de 2-5 y 5-9 meses de edad. Se
muestra que en los animales 3x-Tg de 5 a 9 meses no hay un incremento en la liberacion
de dopamina como en los animales jovenes de 2 a 5 meses, o como en los animales de

tipo silvestre, por la presentacion de un sabor novedoso (Moreno-Castilla et al; 2010).
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El trabajo de Moreno y cols, sugiere que la falla de liberaciéon de dopamina en la CI
ocasiona que no haya reconocimiento de un sabor novedoso en los ratones 3x-Tg de edad
avanzada. En conjunto, estos datos son correlativos con los encontrados en la tesis aqui
presentada, dado que no se observa un incremento en la activacion de las células que
responden a la sacarina cuando es presentada sola, mientras que en los animales silvestres
si se observa dicho incremento. Sugiriendo asi, que en los ratones 3x-Tg de edad
avanzada hay un impedimento para reconocer el sabor novedoso, y como consecuencia
no se esté procesando la informacion gustativa necesaria para que ocurra la coincidencia

de estimulos en células de la corteza insular y de la amigdala.

Como ya se habia mencionado, las vias de procesamiento de la informacion gustativa del
sabor, y la visceral del malestar gastrico han sido ampliamente descritas y estan
caracterizadas, como se muestran en la figura 3.2. Por lo tanto, para evaluar si la falla en
la coincidencia de estimulos es provocada por el déficit para reconocer un sabor
novedoso en ratones 3x-Tg AD, se podria analizar la activacién de células en otras
estructuras por donde la informacién pasa antes de llegar a la corteza gustativa o a la
amigdala, después la presentacion de los estimulos. Dicha estructura a estudiar podria ser
el nucleo basal magnocelular, que recibe la informacion gustativa del nicleo parabraquial

y envia proyecciones hacia la corteza y a la amigdala (Bermudez-Rattoni, 2004).

Otra posible explicacion acerca de la incapacidad que tienen animales con patologia la
EA es la asociada a la acumulacion del péptido de beta-amiloide que se explica en el
siguiente reporte. Empleando otro modelo murino para la enfermedad de Alzheimer se
evalud la memoria de aversion al sabor (Devi & Ohno, 2010). Probaron la formacién de
la memoria en el modelo SXFAD. Observaron que los ratones utilizados muestran
déficits desde los 9 meses para adquirir el CAS y que hay deposito del péptido de beta
amiloide en la CI y ABL. Evaluaron la memoria a largo plazo en otro grupo de ratones
BACE 14+/5XFAD modificado genéticamente para reducir los sitios de corte de beta-
amiloide. Observaron en la prueba de memoria que presentaban una mejora en la
capacidad de adquirir el aprendizaje de aversion al sabor, a niveles de aversion
equivalentes a los de animales de tipo silvestre. También observaron que la acumulacion
de beta-amiloide en la CI y ABL estaba reducida en el grupo de los BACE1+/5X-FAD en

comparacion con la acumulacion en los animales SxFAD.
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El trabajo de Devi y Ohno es una evidencia directa de la relacion entre la acumulacion de
beta-amiloide y las fallas en la memoria gustativa de aversion, en un modelo transgénico
que desarrolla la patologia de la enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, es necesario
estudiar mas a fondo los mecanismos celulares por los cuales el péptido de beta amiloide

puede afectar estos procesos cognitivos.

En un estudio previo, de Dickey y cols, se reportd en un modelo de ratéon con EA de APP
y PS1, que muestra la patologia de acumulacion beta amiloide, la desregulacion de la
expresion de varios genes necesarios para la consolidacion de ciertos tipos de memoria,
entre ellos genes relacionados con plasticidad sindptica y genes de expresion inmediata,
como el gen Arc. Los resultados mostraron que la acumulacion del péptido de beta
amiloide puede disminuir la expresion de genes necesarios para la plasticidad y la

consolidacion de la memoria de manera selectiva (Dickey et al; 2004)

Algunos procesos celulares que se sabe participan en las cascadas de sefializacion del gen
Arc se han visto afectados en modelos de laboratorio para el estudio de la EA. Se reporto,
en un trabajo de Snyder y cols, que en cultivos de neuronas corticales el péptido de beta
amiloide promueve la endocitosis de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA. También
vieron que en ratones transgénicos con mutaciones en el gen que codifica para la proteina
APP, se observa una menor cantidad de receptores NMDA en la superficie celular
(Snyder et al; 2005). Asimismo, se reportd que el péptido de beta-amiloide inhibe la
induccién de la PLP cuando es dependiente de receptores NMDA (Wang et a/; 2004). En
conjunto, estos antecedentes podrian ayudar a explicar las diferencias encontradas en esta
tesis de expresion del gen Arc en neuronas de la CI y ABL después del CAS, ya que
como se menciond con anterioridad su expresion depende de la activacion de receptores

NMDA.

Otro reporte de Dineley y colaboradores del 2001, utilizando un modelo de raton
transgénico para el gen de APP, demostr6 una regulacion por el péptido beta amiloide de
los receptores nicotinicos nAch, asociada a una disminucion de la proteina MAPK en el
hipocampo. También observaron un menor nivel de fosforilacion de la proteina CREB
provocado por altos niveles del péptido APB42. Cabe sefialar que CREB también es capaz
de promover la transcripcion del gen Arc por medio de su unién al elemento regulador

SARE, necesario para la expresion de Arc (Bramham et al; 2010).
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Para poder concluir algo més acerca del efecto que tiene la patologia caracteristica de la
enfermedad de Alzheimer en la expresion de Arc en los ratones 3x-Tg, seria necesario
realizar mas experimentos. Estos podrian analizar los mecanismos celulares que permiten
la convergencia de informacion de estimulos en células particulares en condiciones
normales, es decir, en animales silvestres. Luego se podrian estudiar cuéles de esos
mecanismos se estdn viendo afectados y si estdn relacionados a las fallas cognitivas
observadas a edades tempranas en modelos de laboratorio. De esta manera, junto con el
desarrollo de nuevas metodologias se podria contribuir a la busqueda de un tratamiento
que ayude a revertir o diminuir los efectos en el aprendizaje y la memoria, y por lo tanto

un entendimiento mas completo de la EA.
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IX.- CONCLUSIONES

A partir de los resultados de los experimentos antes descritos en este proyecto podemos

concluir lo siguiente:

- La asociacion de estimulos incrementa la activacién coincidente en neuronas de la
corteza insular y de la amigdala basolateral después del aprendizaje del condicionamiento

de aversion al sabor en ratones de tipo silvestre.

- En ratones 3x-Tg con enfermedad de Alzheimer no se observa un incremento en el
numero de neuronas en la corteza insular o amigdala basolateral que hayan sido activadas

por la coincidencia de estimulos después del aprendizaje de aversion al sabor.

- Hay un incremento en neuronas activadas de la corteza insular y de la amigdala
basolateral de ratones de tipo silvestre que responden a los estimulos, sacarina o cloruro

de litio, presentados solos.

- En ratones 3x-Tg con enfermedad de Alzheimer no se observa un incremento en el
numero de neuronas que responden a los estimulos de la sacarina o cloruro de litio,

cuando se presentan solos.
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