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Regulacion de la expresion de genes de respuesta temprana y tardia
en la formacion y mantenimiento de la memoria de largo término.

A lo largo de los ultimos afios, se ha acumulado una vasta evidencia experimental
sefialando a NF-kB como uno de los factores de transcripcion (FT) mas relevantes en la
formaciéon y reprocesamiento de memorias de largo término (MLT) en distintos
modelos animales y tareas de aprendizaje. Sin embargo, poco se sabe de los genes que
son regulados por este FT durante procesos mnésicos. El objetivo de mi tesis fue
identificar y caracterizar algunos de los genes que son regulados por este FT durante la
consolidacidn de la memoria de reconocimiento de objetos en el hipocampo de ratén.

Los resultados obtenidos indican que durante este proceso, NF-kB regula la expresién
de genes de respuesta temprana vy tardia, en particular, del FT ZIF268 y de la protein-
quinasa Ca(2+)-Calmodulina-quinasa Il & (CaMKII8), una sub-unidad de CaMKIl cuya
funcién en el sistema nervioso central se desconoce. El entrenamiento al paradigma de
Reconocimiento de Objetos Novedosos, que lleva a la formacién de una memoria de
reconocimiento de largo término, indujo la expresion de ambos genes. ZIF268 se
expresa de manera rapida y transitoria dentro de las primeras horas post-
entrenamiento y su expresién es necesaria para la formacién de una MLT. Por el
contrario, la expresion de CaMKII§ se induce en forma tardia y sostenida, y persiste
hasta por lo menos 7 dias luego del entrenamiento. Sorprendentemente, nuestros
resultados indican que CaMKII6 no afecta la formacion de la MLT, sino la formacién y
mantenimiento de una forma de MLT mas persistente. A continuacién, mostramos que
la ocupaciéon nucleosomal en ciertas regiones claves del promotor de CaMKII§ se ve
afectada hasta 7 dias luego del entrenamiento. Esta es la primera vez que se
demuestra que este tipo de modificaciones epigenéticas tienen lugar durante la
formacién y mantenimiento de la MLT. Por udltimo, hallamos que, en neuronas
piramidales del hipocampo, CaMKIIb se localiza principalmente en el nucleo, dendritas
y terminales pre-sinapticas. Nuestros estudios funcionales, junto con los de
localizacion sub-celular aportan los primeros indicios respecto a los mecanismos
moleculares en los que podria intervenir CaMKII6 en el sistema nervioso central.

Palabras Clave: memoria de largo término, consolidacién, mantenimiento, epigenética, NF-xB
ZIF268, BDNF, CaMKIId, nucleosomas.



Regulation of immediate-early and late gene expression in the
formation and maintenance of long term memory.

An important body of evidence supports NF-kappaB as one of the most relevant
transcription factors (TF) involved in the consolidation of long-term memories (LTM) in
different animal models and behavioural tasks. However, little is known about the
genes that are regulated by this TF in mnemonic processes. The aim of my PhD
research was to identify and characterize some of the genes that are regulated by this
TF during the consolidation of object recognition memory in the mouse hippocampus.

The results obtained indicate that during this process NF-kappaB regulates the
expression of immediate-early and late genes, which include TF ZIF268 and Calcium-
Calmodulin Kinase Il 6- (CaMKI1§), an isoform of CaMKIl whose precise function in the
central nervous system is unknown. Training on the Novel Object Recognition task,
which leads to the formation of an object recognition LTM, induced the expression of
both genes. Zif268 was expressed rapidly and transiently within the first hours after
training and its expression was required for the formation of LTM. On the contrary,
CaMKII6 expression was induced in a late and sustained manner, being up-regulated
upto 7 days after training. Surprisingly, inhibition of CaMKII6 expression did not affect
the formation of LTM, but it impaired the formation and mainteinance of a persistenf
form of LTM. Moreover, we showed that nucleosomal occupancy in certain key regions
of CaMKII6 promoter was affected as a result of NOR training upto 7 days later. This is
the first evidence that this type of epigenetic modification occurs during the formation
and mainteinance of LTM. Finally, we found that in hippocampal pyramidal neurons,
CaMKII6 is primarily located in the nucleus, dendrites and pre-synaptic terminals. The
information on its subcellular-localization together with our functional studies provide
the first hint regarding the signaling mechanisms that may be affected by CaMKII5 in
the CNS.

Keywords: long-term memory, consolidation, manteinance, epigenetics, NF-xB, ZIF268, BDNF,
CaMKII3, nucleosomes.
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ABREVIATURAS Y NOTACION

ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico
ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro, del inglés brain derived neurotrofic
factor

CaMKIl: Proteina quinasa tipo Il, dependiente de calcio y calmodulina, del inglés
ca**/calmodulin dependent protein kinase Il

CREB: Proteina de unidn al elemento que responde a AMP ciclico, del inglés cAMP
response element binding protein

CEBP: Proteina de union al elemento CCAAT B, del inglés CCAAT/enhancer-binding
protein beta

DOR: Densidad éptica relativa

EMSA: Ensayo del corrimiento en la movilidad electroforética, del inglés
electrophoretic mobility shift assay

HAB: sesion de habituacion

HAT: Enzima acetil-transferasa de histonas, del ingés histone acetyl transferase.
HDAC: Enzima desacetilasa de histonas, del ingés histone desacetylase

Hdl: sesién de handling

FT: Factor de transcripciéon

fTR: Entrenamiento fuerte

ID: Indice de discriminacion

IKK: Quinasa de IkB, del ingés IkB Kinase

IkB: Proteina inhibitoria kB

LTD: Depresién de largo término, del inglés long-term depression
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LTP: Potenciacion de largo término, del inglés long-term potentiation

MAPK: Proteina quinasa activada por mitégenos, del inglés mitogen-activated protein
kinase

MCT: Memoria de corto término

MLT: Memoria de largo término

MR: Memoria Remota

mDecoy: kB-Decoy con una base mutada (ver Materiales y métodos)
MMP: Metaloproteasas de la matriz extracelular, del inglés matrix
metalloproteinases

NF-kB: Factor nuclear kappaB, del inglés nuclear factor kappaB

NLS: Sefial de localizacion nuclear, del inglés nuclear localization signal
No-TR: No entrenado

NOR: Paradigma de reconocimiento de objeto novedoso, del inglés novel object
recognition.

OA: oligonucleétido aleatorio

OC: oligonucleétido complementario

PKM: Proteina quinasa M(

PMLT: memoria de largo término persistente

RHD: Dominios homadlogos a Rel, del inglés Rel homology domains
TNF: Factor necrético de tumores, del inglés tumor necrosis factor
TR: Entrenamiento estandar

TS: sesion de evaluacién o testeo.

Veh: Vehiculo

Zif268: Proteina dedos de zinc-268, del inglés zinc-finger 268
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NOTACION

- En algunos casos, cuando nos referiramos al plural de estas abreviaturas se le
agregara una s al final de la abreviatura, por ejemplo factores de transcripcion
lo escribiremos FTs.

- Los genes figuran en minuscula y cursiva. Las proteinas pueden figurar con la
primer letra en mayuscula o todas en mayuscula si se trata de una abreviatura.
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. INTRODUCCION

1.1 APRENDIZAJE Y MEMORIA

Existen diversas formas de definir los procesos de aprendizaje y memoria en funcién
del nivel de andlisis que se haga de los mismos. Desde el punto de vista
comportamental y neurobioldgico, definiremos Aprendizaje como el proceso por el
cual el sistema nervioso incorpora nueva informacion que se manifiesta en un cambio
en la respuesta comportamental del individuo y diremos que en el cerebro esta

informacién adquirida es codificada espacio-temporalmente en circuitos neuronales.
Memoria es entonces la retencion de este cambio comportamental en el tiempo que a

nivel neurobiolégico implica el mantenimiento de los circuitos neuronales que la
codifican mediante cambios en las propiedades reactivas de las neuronas (Purves,
2003; Maldonado, 2008; Sweatt, 2009).

1.2 NEUROBIOLOGIA DE LA MEMORIA.
PLASTICIDAD SINAPTICA.

En el afio 1970 comenzaron a publicarse evidencias claras de que el aprendizaje resulta
de cambios en la fuerza de las conexiones sindpticas entre neuronas interconectadas
(figura 1.2i, revisado en (Kandel, 2001). La hipdtesis de memoria y plasticidad sindptica
emergié entonces como un modelo fundamental para el almacenaje de informacién en
el sistema nervioso, que involucra la propia arquitectura celular, molecular y

estructural de las neuronas. Esta establece que “la actividad neuronal durante la
formacion de la memoria induce plasticidad sindptica en ciertas sinapsis apropiadas, y
este evento es necesario y suficiente para que el tipo de memoria en cuestion sea
almacenado en la estructura cerebral en la que tienen lugar los cambios pldsticos”
(Martin et al., 2000). Hoy en dia, estd ampliamente aceptado que durante el
aprendizaje ocurren cambios reversibles en la transmisién sindptica, y que estos
cambios deben ser estabilizados o consolidados para que una memoria perdure.
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Figura 1.2i. Transmision sindptica entre neuronas interconectadas. El dibujo muestra dos
neuronas interconectadas y la direccion del flujo de la informacion, codificada por impulsos
eléctricos que viajan desde el axon de la neurona pre-sindptica a la dendrita o soma de la
neurona post-sindptica. El recuadro en el extremo inferior derecho es una vista ampliada de la
sinapsis en la que se distinguen claramente la terminal pre-sindptica y la espina post-sindptica
que emerge de la dendrita.

.3 RETENCION DE LA MEMORIA EN EL TIEMPO
MCT, MLT Yy MR.

En funcién de su duracién en el tiempo, las memorias pueden clasificarse en, por lo
menos, tres tipos: la memoria de corto término (MCT) que dura de segundos a horas,
la memoria de largo término (MLT) que puede durar un dia o meses y la memoria
remota (MR) que puede durar desde meses hasta toda la vida (McGaugh, 2000). Estos
tipos de memoria se diferencian por los procesos neurobioldgicos que subyacen a su
formacién. Brevemente, la MCT involucra vias de sefalizacién intracelular vy
modificaciones post-traduccionales en proteinas ya existentes, la MLT ademas
requiere de la transcripcién de ciertos genes y de sintesis de novo de proteinas y la MR
requiere de la reorganizacién y estabilizacion de la conectividad entre distintas
estructuras cerebrales (McGaugh, 1966a, 2000; Frankland and Bontempi, 2005). El
grafico de la figura 1.3i es un modelo basado en evidencia empirica que propone que
una vez que se induce la formacién de cada uno de los tipos de memoria, su fuerza
aumenta, y en el caso de la MCT y MLT, llega a un punto critico a partir del cual la
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fuerza decae y ambos tipos de memoria pueden perderse o sufrir un proceso de
olvido. La fuerza de la MR en cambio permaneceria estable en el tiempo.

Memoria de Corto Témmino
(segundos a horas)

Memoria de Largo Témino
(dias a meses)

Memoria Remota
(meses hasta toda la
vida)

Fuerza de la Memoria

Log (tiempo)

Figura 1.3i: Modelo propuesto para los tipos de memoria en funcion de su retencion en el
tiempo. El grafico indica la fuerza de cada uno de los tipos de memoria en funcidn del tiempo
en escala logaritmica. Mientras las memorias de corto y largo término decaen con el tiempo, la
memoria remota se haria mds fuerte. Adaptado del articulo “Memory- a century of
consolidation” (McGaugh, 2000).

AUn no existe un consenso con respecto a si la formacién de estos tipos de memoria
tiene lugar de manera secuencial, es decir que la formacion de la MLT vendria a
continuacion y requeriria de la formaciéon de la MCT y lo mismo para la MR respecto de
la MLT, o si son procesos independientes y paralelos. Inicialmente Donald Hebb
postuld un modelo en serie denominado hipdtesis de trazo—dual (Hebb, 1949; Cooper,
2005). Sin embargo, diversos tipos de drogas demostraron poder bloquear la MCT sin
afectar la MLT (y viceversa) lo que did lugar a una hipdtesis alternativa segun la cual
estos dos procesos tendrian lugar de manera independiente (McGaugh, 1966b, 2000).
Algunos autores argumentan que las drogas empleadas en estos ultimos experimentos
podrian estar afectando la expresién comportamental de la MCT y no su formacion,
por lo que no seria evidencia contundente para rechazar la hipdtesis de una
construccion en serie (Maldonado, 2008). Esta cuestién sigue siendo una pregunta
abierta en el campo de las neurociencias.

1.4 NEUROBIOLOGIA DE LA MCT

La activacion neuronal lleva a la liberacién de neurotransmisores que inducen el
aumento intracelular de segundos mensajeros como Ca** y AMPc. Estos activan
cascadas de sefializaciéon, que a su vez activan proteinas quinasas, que generan
modificaciones covalentes en proteinas preexistentes. Las modificaciones introducidas
modaulan la actividad de canales idnicos, la afinidad y el nimero de receptores alojados
en la membrana post-sinapticos, y la sintesis y movilizacion de vesiculas sindpticas a la
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zona activa de liberacion, entre otros (Kandel, 2001; Dudai, 2002). Estos mecanismos
estan destinados a afectar la eficacia sindptica, aumentando o disminuyendo la
habilidad de la neurona presinaptica de liberar neurotransmisores, o afectando la
sensibilidad de la neurona post-sindptica a los neurotransmisores liberados. No
obstante, estos cambios moleculares son transitorios y por ello la memoria de corto
término decae luego de unas horas. A continuacién, veremos los mecanismos
moleculares que permiten la formacion de memorias mas duraderas.

1.5 NEUROBIOLOGIA DE LA MLT

Los mecanismos moleculares subyacentes a la formacién de una MLT deben inducir
cambios estables en la transmisidn sindptica de manera tal de permitir que esta
memoria sea almacenada durante dias o meses. A partir de estudios farmacoldgicos,
moleculares y conductuales, se observd que estos mecanismos moleculares diferian en
funciéon del tiempo transcurrido desde la experiencia comportamental. De este modo,
se definieron diferentes fases o etapas por las que transcurre el proceso de formacion
de una MLT a partir del momento del aprendizaje.

I.5.1 Fases de la memoria.

La memoria se constituye de tres fases o etapas bdsicas: la adquisicion de nueva
informacién durante una experiencia comportamental, la consolidacion de esta nueva
informacién en circuitos neuronales y la evocacion de la informacion incorporada
evidenciada por un cambio en la respuesta comportamental (revisado por Abel and
Lattal, 2001). La evocacidon puede desencadenar las fases de reconsolidacién o
extinciéon, que no profundizaremos en esta Tesis.

La figura 1.5i muestra estas tres fases en relacidn a los eventos neurobioldgicos y
comportamentales subyacentes (Abel and Lattal, 2001; Josselyn et al., 2015):

Adquisicidn. La experiencia comportamental durante la cual se produce la adquisicién
de nueva informacién suele referirse como entrenamiento. Durante este
entrenamiento, el animal procesa informacion relativa a la experiencia por medio de
registros sensoriales periféricos que proyectan luego a estructuras del sistema
nervioso central, dando lugar asi a la activaciéon de neuronas relevantes al proceso. En
el ejemplo de la figura, el animal es colocado dentro de una caja, y al cabo de un rato
suena un tono que co-termina con un shock eléctrico. El animal procesa la informacién
contextual (caja) y de clave (tono) como estimulos condicionados, y el estimulo
incondicionado (shock), y se produce una asociacién entre ambos.
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Consolidacion. Luego del entrenamiento, el animal es devuelto a su caja de
alojamiento determinando el cese del estimulo condicionado. Mientras tanto, la
memoria de la asociacién recientemente aprendida es gradualmente transformada
desde un estado Iabil a uno estable, formando una MLT, en nuestro ejemplo de miedo
a la caja o al tono, que puede durar desde por lo menos un dia (24hs) hasta meses. En
la préxima seccidén se ahondara en los procesos moleculares que tienen lugar durante
esta etapa, pero aqui queremos mencionar que esta fase se descubrié luego de la
observacion de que las intervenciones farmacolégicas (entre otras) dentro de
aproximadamente las primeras 6hs post-entrenamiento disrumpen la retencién de la
MLT evaluada, generalmente, 24hs luego del entrenamiento.

Como resultado de la consolidacién se estabiliza |la traza mnésica. Dicho de otro modo,
la representaciéon neuronal de la informacién adquirida permanece estable durante un
tiempo.

En los ultimos afos, han surgido evidencias de mecanismos moleculares que participan
de eventos que afectan la persistencia de la MLT en el tiempo. En algunos casos, estos
mecanismos moleculares tienen lugar durante la consolidacidn de la MLT (Federman et
al., 2013). En otros, estos mecanismos tienen lugar en periodos acotados a
continuacion de la consolidacion, cuando la MLT ya fue formada (Bekinschtein et al.,
2010). A su vez, se postula la presencia de mecanismos moleculares que actian
activamente sobre la traza en cuestidn y participarian en el mantenimiento de la
memoria (Fioriti et al., 2015; Cammarota et al.,, 1996; Sacktor et al.,, 1993). Estas
observaciones son mas recientes que el conepto de consolidacién y aun no hay un
consenso sobre una fase de la memoria que las englobe fehacientemente. Los
mecanismos moleculares subyacentes seran discutidos en mayor detalle en la seccidn
1.8.

Evocacion. El término se refiere a aquellos procesos que permiten activar la traza
mnésica que codifica para la memoria adquirida y consolidada. Desde el punto de vista
experimental, la evocacion de la memoria requiere exponer al animal a un
recordatorio que permite evidenciar la presencia de la memoria original mediante un
cambio en su respuesta comportamental. En el ejemplo de la figura 1.5i, el animal es
reintroducido a la caja de entrenamiento, se le presenta el tono, y se observa que el
animal hace una respuesta de freezing, que es una respuesta de miedo condicionada y
gue indica que el animal recuerda lo aprendido durante la adquisicion. Desde el punto
de vista neurobioldgico hay varias teorias vigentes respecto a los mecanismos
subyacentes, pero la idea general es que la experiencia comportamental induciria la
activacion de la traza mnésica.
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Figura 1.5i: Fases de la MLT. El dibujo muestra la experiencia comportamental y los procesos
neurobioldgicos asociados a cada una de las fases de la MLT, tomando como ejemplo el caso
que se observa en la tarea de condicionamiento de miedo.

A continuacion, analizaremos los mecanismos moleculares subyacentes a la etapa de
consolidacién y mantenimiento de memorias de largo término persistentes (pMLT), ya
gue son los procesos sobre los cuales trabajaremos a lo largo de la Tesis.

1.6 CONSOLIDACION DE LA MLT.

1.6.1 Mecanismos Moleculares.

Tal como se menciond en la seccion 1.5, la fase de consolidacion se descubridé al
observar que diversos agentes amnésicos administrados durante las primeras horas
luego del entrenamiento interferian con la retenciéon de la MLT. Los mecanismos
moleculares que subyacen a esta fase se fueron descubriendo justamente en relacién a
los agentes amnésicos empleados. De este modo, los primeros dos grandes
descubrimientos a nivel molecular y que delinearon el sello distintivo de esta fase y de
la MLT a la que da lugar, es que la MLT era afectada negativamente por agentes que
inhiben la sintesis de proteinas y agentes que inhiben la sintesis de ARNm (ARN
mensajero proveniente de la transcripcion génica) (McGaugh, 1972; Davis and Squire,
1984). Esto indica que, durante esta etapa hay transcripcidon génica y traduccion a
proteina y asi se establece una diferencia clara con la formacién de la MCT en la que
estos procesos no tienen lugar. Los cambios en el patrén de expresidon génica son
necesarios para producir alteraciones fisioldgicas y morfoldgicas de largo término en

las terminales sinapticas asi como en procesos de sinaptogénesis (formacion de nuevas
conexiones sindpticas) (Montarolo et al., 1986; Castellucci et al., 1989; Glanzman et al.,
1990). Se postula que tales procesos de plasticidad neuronal llevan a la reorganizacion
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de los contactos sinapticos de las neuronas involucradas y constituyen los mecanismos
celulares basicos que dan sustento a la formacién de la MLT.

Actualmente, se encuentra bien establecido que la consolidacidn tiene lugar durante
aproximadamente las primeras 6 hs luego del entrenamiento, y que dentro de este
periodo suelen haber dos “olas” de expresidn génica: una tiene lugar inmediatamente
después del entrenamiento y decae pasadas 1-2hs, y la otra se observa entre las 3-6hs
(Freeman et al., 1995; Bourtchouladze et al., 1998; Quevedo et al., 1999; Freudenthal
and Romano, 2000; Igaz et al., 2002). Durante el primer periodo se expresarian genes
de respuesta temprana esenciales para la formacién de la MLT, algunos de los cuales
codificarian para factores de transcripcion, y durante el segundo periodo se
transcribirian y traducirian genes y proteinas efectoras que serian traslocadas a las
terminales sinapticas para dar lugar a la remodelacion necesaria (Freeman et al., 1995;
Quevedo et al., 1999).

Genes de Respuesta Temprana y Tardia

Los genes de respuesta temprana (IEG, por sus siglas en inglés, immediate-early genes)
son denominados de este modo debido a que su expresidon no requiere de sintesis
proteica sino de la activacién de FTs constitutivos pre-existentes, y esto les permite
inducir su expresiéon rapidamente. En promedio, el pico maximo de expresién génica se
observa 30 minutos luego de la activacidén por sefales extra-celulares. La expresién de
los genes de respuesta tardia, en cambio, requiere de la expresidn génica o proteica de
algunos de estos IEGs y es por ello que su induccidon ocurre a tiempos posteriores.
(Tullai et al., 2007).

Factores de transcripcion involucrados en la consolidacion de MLT.

Los FTs constitutivos criticamente involucrados en el primer periodo de expresién
génica son: la proteina de unién al elemento que responde a AMP ciclico (CREB, del
inglés, CAMP response element binding protein) y el factor nuclear KappaB (NF-kB, del
inglés nuclear factor KappaB). Dos de los genes de respuesta temprana que son
transcriptos en este periodo y que dan lugar a FTs que también se encuentran
ampliamente involucrados en distintas tareas de aprendizaje y memoria son: la
proteina de unién al elemento CCAAT( C/EBP, del inglés CCAAT enhancer binding
protein) y el factor de respuesta a crecimiento temprano (Egr-1, del inglés early growth
response factor, también conocido como Zif268) (Alberini y Kandel, 2015).
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La figura |.6i resume los eventos moleculares que tienen lugar durante esta fase.
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Figura 1.6i: Sefializacion molecular durante la consolidacion de la MLT. El dibujo resume los
eventos moleculares que tienen lugar durante la consolidacion de la MLT. La actividad
sindptica induce un aumento intracelular de segundos mensajeros que modifican el balance de
la actividad entre quinasas y fosfatasas, en general a favor de las primeras. Si la actividad
sindptica es lo suficientemente fuerte, la sefalizacion llega al nucleo por medio de FTs
constitutivos o la translocacion de quinasas. Los FTs son rdpidamente activados mediante
modificaciones post-traduccionales, generalmente fosforilaciones. Estos inducen la expresion
de genes de respuesta temprana que codifican para otros FTs o proteinas efectoras. Adaptado
de Romano, 2012.

1.7 ROL DE NF-KB DURANTE LA CONSOLIDACION DE LA MLT

A lo largo de la ultima década, numerosos trabajos han demostrado que NF-kB es un
FT clave para la formacion y re-procesamiento de memorias de largo termino (de la
Fuente et al., 2015), de manera tal que, hoy en dia su rol en estos procesos esta bien
establecido. Muchos de estos trabajos fueron realizados en este laboratorio. El
préximo paso, y al que intenta aportar esta Tesis, es estudiar genes que estarian siedo
regulados por este FT durante estos procesos. A continuacion, describiremos algunas
caracteristicas basicas de este FT, su mecanismo de activacion y algunos genes blanco
conocidos.
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1.7.1 NF-kB, la familia.

NF-kB comprende una familia de proteinas altamente conservadas evolutivamente,
constituida en vertebrados por cinco miembros: Rel B, c-Rel, p65 (Rel A), p50 y p52; los
ultimos dos son productos del clivaje proteolitico de precursores mas grandes. Todos
los miembros pueden formar tanto homodimeros como heterodimeros, salvo Rel B
gue solo puede formar heterodimeros. El dimero mds abundante en mamiferos es
p50-p65, y por ello es uno de los mas estudiados (Kaltschmidt et al., 2005; Meffert and
Baltimore, 2005). Las proteinas Rel/NF-kB estan relacionadas entre si por presentar
dominios amino-terminales RHD (del inglés, Rel homolgy domain) que contienen varios
elementos estructurales, como el sitio de union al ADN, de localizacion nuclear, de
dimerizacion altamente conservado, y la region de interaccion con la proteina
inhibitoria kB (IkB, del inglés inhibitory protein kB, Kaltschmidt et al., 2005)).

1.7.2 Mecanismo de activacion.

A continuacion describiremos la forma de activacidon candnica de NF-kB. Cuando no
existe estimulacién por parte de alguna de las vias de activacion, los dimeros NF-kB se
encuentran inactivos en el citoplasma debido a su unién con la proteina regulatoria
IkB. Dicha proteina no sélo enmascara la sefial NLS, cambidndole su conformacion
espacial y asi impidiendo que sea reconocida por las importinas correspondientes, sino
que también posee una sefial de exportacion nuclear muy fuerte. Ante una
estimulacion, se activa el complejo quinasa de IkB (IKK) que, como lo indica su nombre,
forforila IkB induciendo a su ubiquitinizacion y posterior degradacién. La “liberacion”
de NF-kB de su inhibidor expone su sefal NLS y en consecuencia permite su
translocacion al nucleo donde tendran lugar los procesos de transcripcioén (figura 1.7i,
Kaltschmidt et al., 2005; Mattson and Meffert, 2006).

Una gran variedad de estimulos activan NF-kB en el sistema nervioso, entre ellos se
destacan: el factor de crecimiento nervioso (NGF, del inglés nerve growth factor) y
varias de las vias de transduccién de sefales asociadas a receptores de
neurotransmisores como el glutamato (receptores de tipo NMDA, AMPA y Kainato) y la
entrada de Ca”. Su capacidad de ser activado tanto por transmisidn sindptica como
por actividad eléctrica es importante pues con ella se explica la actividad constitutiva
de NF-kB observada en el sistema nervioso y su activacién dependiente de actividad
neuronal. Existen otras formas en las que la actividad de NF-kB esta regulada. Por
mencionar algunos ejemplos, la subunidad p65 puede aumentar su actividad de
transactivacion por fosforilacion (Zhong et al., 1997, 1998, 2002; Dong et al., 2008) o
por acetilacién (regulando su permanencia en nucleo y aumentando la afinidad por el
ADN). A su vez, puede sufrir degradacién via proteasomas nucleares o inactivacién por
desacetilacion (Chen et al., 2001, 2002).
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1.7.3 NF-kB y memoria.

Si bien la expresién de NF-kB ha sido originalmente estudiada en procesos de
inflamacién y de respuesta en la defensa ante algin patdégeno, también ha sido
demostrada su expresion en el sistema nervioso central y periférico, tanto en neuronas
como en glia, siendo el heterodimero p65/p50 y el homodimero de p50 los mas
comunes en neuronas (O’Neill and Kaltschmidt, 1997; Meffert and Baltimore, 2005).
NF-kB se encuentra expresado ubicuamente en el sistema nervioso (O’Neill and
Kaltschmidt, 1997; Bhakar et al., 2002), mostrando una gran actividad constitutiva en
algunos tipos neuronales. Particularmente en ratén, presenta actividad en neuronas
piramidales y granulares del hipocampo. Uno de los descubrimientos mds intrigantes
respecto a este FT en el sistema nervioso central, fue su presencia en las sinapsis. Esto
lo sugirié como un mediador clave entre los procesos que ocurren localmente en éstay
la expresidon génica que tiene que tener lugar en el nucleo para introducir cambios
neurobioldgicos sostenidos en el tiempo (Kaltschmidt et al., 1993; Guerrini et al.,
1995). En el sistema nervioso central, los FTs de la familia Rel/NF-kB estan involucrados
en respuestas celulares a agresiones como isquemia y trauma; regulacion de la
apoptosis; desarrollo y crecimiento; desérdenes neurodegenerativos; plasticidad
sindptica y memoria (Kaltschmidt et al., 1993; Meberg et al., 1996; Suzuki et al., 1997;
Freudenthal and Romano, 2000; Meffert et al.,, 2003). Los trabajos realizados en
nuestro laboratorio empleando el cangrejo Neohelice granulata, han sido pioneros en
el estudio del rol de NF-kB en memoria (Romano et al., 2006). En vertebrados,
participa de la expresion génica que tiene lugar durante la consolidacion (Yeh et al.,
2002; Meffert et al., 2003; Freudenthal et al., 2005; Ahn et al., 2008), reconsolidacién
(Boccia et al., 2007; Lubin and Sweatt, 2007) y extincion de la memoria (Merlo and
Romano, 2008; de la Fuente et al., 2011).

1.7.4 Genes blanco de NF-kB

Existe una gran variedad de genes blanco activables por NF-kB, aunque pocos de estos
han sido directamente vinculados con este FT durante procesos mnésicos. A
continuacion destacaremos aquellos que se encuentran rio abajo de este FT y codifican
para proteinas involucradas en procesos de memoria: factores neurotréficos y de
crecimiento, tales como BDNF (Lubin et al., 2008; Mattson and Meffert, 2006) y NGF
(Heese et al., 2006); FTs tal como ZIF268/EGR-1 (Carayol et al., 2006; Lubin and Sweatt,
2007), quinasas como PKA (subunidad catalitica; Kaltschmidt et al., 2006) y CaMKII5
(Federman et al., 2013; Neidl et al., 2016), metaloproteasas de la matriz extracelular
como MMP3 (del inglés, matriz metalloproteinase 3; Borghaei et al., 2004) y MMP9
(del inglés, matriz metalloproteinase 9; Bond et al.,, 1998) y moléculas de adhesién
celular como la molécula de adhesion celular neural (NCAM, del inglés neural cell
adhesion molecule; Simpson and Morris, 2000), entre otros.
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La figura I.7i resume la cascada de seializacién molecular de la que participa NF-kB en
el sistema nervioso central (SNC).
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Figura 1.7i: Senalizacién molecular asociada a NF-kB en el SNC. El dibujo resume la via
de activacion y sefializacion de NF-kB durante la consolidacion de la MLT (Romano,
2012).

I.8 FORMACION Y MANTENIMIENTO DE MEMORIAS
PERSISTENTES.

Hay memorias de largo término que duran dias o semanas ¢éCudles son los eventos
moleculares que afectan la duracion de la MLT en el tiempo? ¢ Cuando tienen lugar?

En 1984, Francis Crick observé que el tiempo de vida media de una MLT es mucho
mayor que los tiempos de vida medios de los ARNm y las proteinas que la componen.
En consecuencia, propuso que para que la MLT se forme y perdure se necesitan
cambios sindpticos y algun mecanismo sostenido autonomamente en el tiempo que
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continde operando aun luego de la introduccion de los cambios sindpticos, de manera
tal de mantenerlos. De este modo, hipotetizd que la actividad enzimatica local estaria
reemplazando activamente las proteinas sindpticas de manera tal de conservar el
estado activo de la sinapsis en cuestion (Crick, 1984; Kwapis and Helmstetter, 2014;
Rudy, 2015).

A continuacién, describiremos las evidencias mas relevantes aportadas por varios
trabajos destinados a estudiar los procesos moleculares que se inducen como
consecuencia de la experiencia comportamental y que afectan la duraciéon de la MLT
en el tiempo. Las evidencias presentadas se centraran principalmente en estudios
realizados en el hipocampo por su relevancia en tareas de aprendizaje y memoria y por
ser la estructura sobre la cual se trabajard en esta Tesis. Cabe aclarar, que actualmente
no hay una hipédtesis consensuada respecto a cdmo se engranan cada uno de estos
procesos, ni se ha propuesto una fase de la memoria que los contemple
fehacientemente. En consecuencia, para describirlos, en la presente Tesis decidimos
hacerlo considerando el orden cronolégico en el que tienen lugar a partir de la fase de
consolidacién de la MLT.

1.8.1 Mecanismos moleculares.

Durante los ultimos afios, se publicaron varias evidencias mostrando que unas horas
luego de finalizada la consolidacidén de la MLT aun se observan cambios de expresion
génica y proteica que persisten hasta 24hs luego de la experiencia comportamental. En
particular, se observd que el entrenamiento a un paradigma aversivo induce cambios
en los niveles proteicos de los factores de transcripcion c-fos y ZIF268 (Katche et al.,
2012a, 2010), en las quinasas CaMKIlla, ERK y Akt (todas involucradas en fenédmenos de
plasticidad y memoria) y en la proteina post sindptica Homer 1a (que interactia con
diversas proteinas en la densidad post-sindptica y juega un rol importante en la via de
sefializacion glutamatérgica - Xiao et al., 2000) (Igaz et al., 2004), entre otros. También
se observo que la sintesis proteica de BDNF aumenta 12hs luego de un entrenamiento
aversivo y lleva a cambios en la fosforilacion de ERK (Bekinschtein et al., 2008). Estos
cambios de expresion presentan tres particularidades, i) tienen lugar a continuacién de
la consolidacion de la memoria pero dentro de las 24hs de la experiencia
comportamental, ii) en todos los casos se demostrd que la expresidon se da en forma de
“olas”, es decir que se observa un aumento seguido de una caida en la expresion vy iii)
la inhibicion de la sintesis proteica, de ARNm y de algunas de las proteinas
mencionadas anteriormente, en este periodo, afecta la persistencia de la MLT en el
tiempo, pero no su formacion. Estos trabajos pertenecen al mismo grupo de trabajo y,
a raiz de sus resultados y los de otros que observaron cambios similares, propusieron
que estos cambios moleculares formarian parte de una consolidacion tardia que
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estaria formada por olas de expresion génica recurrentes, destinadas al
mantenimiento de la traza mnésica (revisado en Bekinschtein et al., 2010).

Por otro lado, en otro trabajo se demostré que luego de un entrenamiento aversivo se
produce un aumento de los receptores AMPA en el hipocampo, y que este se observa
hasta dentro de las primeras 48hs de la experiencia comportamental, pero retorna a
los niveles basales a los 7 dias (Cammarota et al., 1996). Luego, Riedel y colaboradores
demostraron que la inyeccidén intrahipocampal de un antagonista de los receptores
AMPA tenia efecto amnésico si se lo daba en forma crdnica entre 1y 7 0 5y 12 dias
luego de un entrenamiento pero no frente a una unica infusién a las 24hs del
entrenamiento (Riedel et al., 1999). Actualmente se propone, que los cambios en el
numero de receptores AMPA en la membrana post-sindptica, al igual que los cambios
gue afectan su conductancia y sensibilidad al glutamato y que tienen lugar durante la
consolidacion de la MLT, deben ser sostenidos en el tiempo para permitir mantener los
cambios en la eficacia sindptica, ya que esto permitiria que la MLT perdure en el
tiempo (Ghosh et al., 2015; Rudy, 2015).

Otro proceso que fue propuesto para el mantenimiento de la memoria es la actividad
sostenida de la proteina quinasa PKMC. En 1993, se presentd la primer evidencia de
que la expresion de PKMC participa en el mantenimiento de LTP, un mecanismo de
plasticidad sindptica que lleva a la potenciacidn de la respuesta electrofisiolégica de la
sinapsis y que se especula es una de las bases neurofisiolégicas de la memoria (Bliss
and Collingridge, 1993; Sacktor et al., 1993). Aflios mas tarde Ling y colaboradores
encontraron que la inhibicion de PKMC con el inhibidor ZIP interfiere con el
mantenimiento del LTP pero no su induccién (Ling et al., 2002). A partir de alli, se
publicaron numerosos trabajos en los que se inhibié PKM{ usando el péptido ZIP, en el
hipocampo y otras estructuras, varios dias luego de un aprendizaje. En todos los casos
esta manipulacion resulté amnésica, aun cuando la infusién se realizaba incluso 30 dias
luego del entrenamiento (revisado en Sacktor, 2008). Estos sorprendentes resultados
junto con otros mostrando que la proteina regula el nimero de receptores AMPA en la
post-sinapsis, llevaron a postular que PKM(C seria una enzima como la propuesta por
Crick, cuya actividad y expresidn se sostienen auténomamente en el tiempo, de
manera tal de mantener los cambios sindpticos inducidos durante la consolidacion
(revisado en Kwapis and Helmstetter, 2014). Pero esta hipdtesis fue cuestionada en
2013 cuando dos trabajos con animales transgénicos knock-out y knock-out
condicionales para PKMC mostraron no tener ningun efecto sobre LTP ni el aprendizaje
y la memoria (Lee et al., 2013; Volk et al., 2013). Ademas, mostraron que la inyeccion
del inhibidor ZIP en estos animales tenia un efecto amnésico, por lo que fue una de las
primeras evidencias sugiriendo que todos los trabajos anteriores en los que se vieron
déficits tanto en plasticidad como a nivel comportamental se podrian atribuir a efectos

inespecificos de ZIP sobre otras enzimas, entre ellas la isoforma PKCy y CaMKII (Cao et
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al., 2008). De todos modos, Shema y colaboradores (Shema et al., 2011) reportaron
gue la sobreexpresion mejora la retencién en el paradigma de Conditioned Taste
Aversion y ademas mostré que hay aumento de proteina hasta 7 dias post-TR en
corteza insular.

Recientemente, se encontré que en el hipocampo la proteina CPEB3 participa de la
formaciéon y mantenimiento de la MLT. Esta proteina regula la traduccién local de
ARNm en espinas, induciendo en particular, la traduccidn local de receptores
glutamatérgicos (Fioriti et al., 2015).

A partir de los antecedentes mencionados aqui, queda de manifiesto entonces que,
luego de la consolidacién de la memoria hay mecanismos moleculares activos, tales
como expresion génica, sintesis de proteinas, traducciéon local en espinas, activacion de
guinasas y cambios en el nimero de receptores glutamatérgicos, necesarios para que
la MLT persista en el tiempo. Por otro lado, en nuestro laboratorio, vimos que la
acetilaciéon de histonas durante la consolidacidon de la memoria de reconocimiento de
objetos es un mecanismo molecular que participa especificamente de la formacién de
memorias de largo término persistentes (Federman et al., 2013). Esta evidencia aporta
dos datos relevantes: i) los mecanismos epigenéticos también definen la duracién de la
MLT en el tiempo, ii) existen mecanismos moleculares durante la consolidacidon que
regulan la permanencia en el tiempo de la MLT en formacién.

En base a lo expuesto anteriormente, nos referiremos a procesos que afectan la
formacién de MLT persistentes, como a aquellos mecanismos que tienen lugar durante
la consolidacion y que afectan especificamente la formacién de una MLT duradera.
Cuando nos refiramos a procesos que tienen lugar una vez que la MLT se encuentra
consolidada, diremos que estos afectan el mantenimiento de la MLT. Por otro lado,
gueremos distinguir los términos persistencia de la memoria, de mantenimiento de la
memoria, aclarando que el primero se refiere a una caracteristica intrinseca de la
memoria, mientras que el segundo se refiere a un proceso que afecta MLTs ya
consolidadas.

1.9 CONSOLIDACION SISTEMICA

Al poco tiempo del descubrimiento de la consolidacién de la MLT, se definié el
concepto de consolidacion sistémica para explicar el fendmeno que daba lugar a la
formacién de memorias remotas (MRs) que son aquellas que duran tiempos tan
prolongados como meses o toda una vida. Esta forma de consolidacion involucra la
reorganizacidn de los circuitos cerebrales y la comunicacion entre distintas regiones,
de alli que se denomine sistémica (Squire et al., 2015). La consolidacion estudiada en
los puntos anteriores involucra cambios en la eficacia sindptica y por ello a este tipo de
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proceso se lo denomina consolidacion sindptica, distinguiéndola asi de la consolidacién
sistémica. El modelo de consolidacién sistémica indica que los recuerdos de las
memorias declarativas son inicialmente dependientes del hipocampo pero que
gradualmente se hacen independientes de esta estructura y pasan a ser
dependientes de otras estructuras dentro de la corteza cerebral, como la corteza pre-
frontal medial y la corteza cingulada anterior (Figura 1.9.i, Frankland and Bontempi,
2005). Este proceso de transferencia de informacién entre estructuras tendria lugar
durante semanas, meses e incluso anos.

Corteza

Hipocampo Tiempo

Figura 1.9i: Modelo de Consolidacion Sistémica. La codificacion de informacion perceptual,
motora y cognitiva ocurre inicialmente en zonas primarias especializadas y estructuras
corticales asociativas. Esta informacidon es integrada en el hipocampo y las concatena de
manera de generar una traza mnésica coherente. La actividad reverberante entre el hipocampo
y corteza lleva a que la nueva traza mnésica se integre a las trazas pre-existentes en corteza,
de manera tal que gradualmente esta se hace independiente del hipocampo y dependiente de
estructuras corticales superiores. Adaptado de (Frankland and Bontempi, 2005).

1.9.1 Mecanismos moleculares

Los mecanismos moleculares implicados en el proceso de consolidacidn sistémica son
similares a los observados durante la consolidacion y persistencia de la memoria en
cuanto a que requieren de expresidn génica, activacién de receptores glutamatérgicos
y quinasas. Pero hay dos observaciones llamativas que la distinguen: i) los eventos
moleculares que tienen lugar en el hipocampo durante la primera semana luego del

entrenamiento son claves para que la consolidacién sistémica tenga lugar (Frankland
and Bontempi, 2005), ii) los entrenamientos que son lo suficientemente fuertes como
para inducir la consolidacién sistémica suelen estar acompafiados de cambios
epigenéticos tanto en el hipocampo como en estructuras de la corteza (Walters and
Zovkic, 2015; Zovkic et al., 2014). Esto destaca la importancia de los procesos
moleculares que tienen lugar luego de la consolidacion en el hipocampo y de los
mecanismos epigenéticos que inducirian cambios sostenidos en la expresion de genes
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claves para estos procesos, tales como los mencionados anteriormente (BDNF,
CaMKlla, ZIF268, etc).

1.10 CONTROL DE LA EXPRESION GENICA.

La mayor parte de las células especializadas de un organismo pluricelular son capaces
de alterar su patrén de expresion génica como respuesta a sefales etxracelulares. Un
ejemplo de esto son las neuronas, cuya expresion génica puede ser modulada por la
liberacion de neurotransmisores en la pre-sinapsis y la experiencia comportamental,
tal como se comentd en las secciones anteriores.

Dada la relevancia de la expresién génica y la sintesis de proteinas durante la
consolidacién, la consolidacién sistémica y el mantenimiento de la MLT, a continuacién
estudiaremos los mecanismos que las regulan.

Partiendo de un gen de interés, existen diversos pasos regulatorios que controlan los
niveles de expresion de su producto proteico. Considerando el camino de expresidon
del ADN a la proteina, tenemos que un primer punto de control es a nivel
transcripcional (1), reguldandose cuando se da inicio a la transcripcién de un gen y
cuantas copias de ARN se producirdn. Luego, le sigue el control del procesamiento de
este ARN hacia un ARN maduro (2); el transporte y localizacidon del ARN hacia los sitios
de interés (3); el control de su traduccion a proteina (4); la degradacién del ARNm (5) y
por ultimo las modificaciones post-traduccionales que afectan la actividad de la
proteina resultante, su nivel de degradacién y/o compartimentalizacion (6) (Alberts et
al., 2002).

Dado que la expresidn génica es un componente necesario para la formacion vy
mantenimiento de la MLT (secciéon 1.6 a 1.9) y su regulacidn en estos procesos
neurobioldgicos es uno de los puntos de interés de esta tesis, los niveles de estudio y
experimentacion estaran destinados al analisis del rol de algunos de los pasos de
control mencionados anteriormente en la regulacion de un gen y en su vinculo con la
MLT evidenciado a nivel comportamental. Entre todos los pasos regulatorios
mencionados anteriormente, el mas influyente en la expresion de la mayoria de los
genes es el control del inicio de la transcripcidn (1), ya que éste es el Unico que evita la
sintesis de intermediarios innecesarios y por ello es el nivel de regulacién elegido como
punto de andlisis en esta tesis. A continuacion desarrollaremos los conceptos
asociados a este fendmeno molecular en células eucariotas. En primer lugar
describiremos la estructura y empaquetamiento del ADN, y luego como estas sirven de
base para la regulacion de la transcripcién.
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1.10.1 Estructura génica y empaquetamiento del ADN.
El gen

Los genes estan constituidos por una regidon que contiene la secuencia de ADN que
codifica para la proteina en cuestién y una region promotora, que se inicia
aproximadamente 1000 pares de bases rio arriba del gen y que contiene las secuencias
regulatorias necesarias para dar lugar a la transcripcion del gen (figura 1.10i, (Alberts et
al., 2002). Ademas poseen un sitio de inicio de la transcripcion (SIT), que, tal como lo
indica su nombre, es el sitio que da inicio a la transcripcidn del gen. El SIT varia de gen
a gen, pero experimentalmente se descubrié que coincide con la secuencia gque

codifica para el extremo 5’ del ARNm, y por lo tanto actualmente la forma practica de

determinar el SIT de un gen es a partir de la identificacién de esta secuencia en su
ARNm (Lodish et al., 2000).

secuencias regulatorias

“ ®

| : ‘.
promotor

SIT

L

Figura 1.10i. Estructura general de los genes.

Empaquetamiento del ADN

El ADN en los nucleos de las células se encuentra densamente empaquetado formando

estructuras denominadas cromosomas. Estos
cromosomas son estructuras dinamicas que
poseen regiones de alta condensacion y otras de
baja condensacién que modulan la expresion
génica, entre otros procesos. El
empaquetamiento se logra en primer lugar
gracias a la uniéon del ADN a unas proteinas
denominadas histonas. Ocho de estas histonas

se unen para formar un nucleosoma en torno al

Figura 1.10.ii. Estructura
molecular del nucleosoma.

cual se empaqueta una porcion de ADN de
14612 pares de bases (pb) de longitud
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enrollandose 1,65 vueltas alrededor del octamero (figura 1.10ii). Este complejo nucleo-
proteico se repite esencialmente cada 200140 pb a lo largo del genoma en células
eucariotas (Zlatanova et al., 2009). Existen varias clases de histonas; las proteinas
candnicas que conforman el octamero son las histonas H3, histona H4, histona H2A e
histona H2B. Los nucleosomas se organizan, a su vez, en estructuras de érdenes mas
altos. El siguiente orden se genera al unirse la histona H1 al ADN conector, el cual es la
porcidon de ADN libre entre nucleosomas. Y asi, la union de diferentes proteinas va
ensamblando al ADN a distintos niveles de compactacion.

1.10.2 Control de la transcripcion: Secuencia de ADN.

La transcripcidn general de ADN a ARN es mediada por la ARN polimerasa Il (ARN Pol
II) y los factores generales de transcripcion de la polimerasa Il (FGTII), entre otras
proteinas. Los FGTIl reconocen diversas secuencias consenso regulatorias, como la
secuencia TATA BOX, que se encuentran generalmente rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcion y se unen a éstos. Esta union produce una distorsién en el ADN que
permite el ensamblaje del resto de las proteinas, entre ellas la ARN Pol I, formando el
complejo de inicio de transcripcion.

Ademas de las secuencias regulatorias que son reconocidas por el complejo de inicio de
transcripcion general, existen otras regiones reguladoras, denominadas enhancers que
pueden ubicarse hasta varios miles de pb rio arriba del SIT y que son reconocidas de
manera especifica por proteinas activadoras o represoras de la transcripcion. Estas
regiones le otorgan especificidad a la transcripcidn de ciertos genes por sobre los miles
posibles, ya que, por ejemplo, la activacién de una de estas proteinas que se unen al
ADN solo afectard la transcripcion de aquellos genes que contengan la secuencia
reguladora especifica rio arriba de su SIT. Un ejemplo de estas proteinas reguladoras
de unidén al ADN son los factores de transcripcion (FT) como CREB, NF-kB y ZIF268, que
se unen a secuencias especificas de ADN atrayendo a la ARN Pol Il hacia el punto SIT.

Las proteinas de unién al ADN poseen motivos estructurales tales como hélice-giro-
hélice, dedos de zinc y cremalleras de leucina entre otros, que permiten su unién al
surco mayor de la doble hélice de ADN (Alberts et al., 2002).

1.10.3 Control de la transcripcion: Epigenética

El término epigenética fue utilizado por primera vez por Waddington (Waddington,
1957), para responder al problema de cémo hacen células de un mismo organismo,
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por ejemplo células del higado y del musculo, para ser tan distintas si tienen
exactamente la misma secuencia de nucleétidos (con excepcién de algunas células de
su sistema reproductivo y otras pocas de su sistema inmune) en todo su genoma.
Waddington acufié el término epigenética para conceptuar a aquellos mecanismos que
se encuentran rio arriba de la lectura de secuencia de nucledtidos de un gen, en el
genoma de esas células y que la controlan. Entonces, se denominan marcas
epigenéticas a aquellas modificaciones en la estructura de la cromatina que afectan
la transcripcidon de los genes en cuya secuencia se encuentran. Estas marcas pueden
ser modificaciones post-traduccionales (MPTs) de histonas, en las que se le unen
covalentemente diferentes grupos quimicos, como la acetilacion, fosforilacién,
metilacién, ubiquitinaciéon y sumolacion, asi como también cambios en los patrones de
metilacion de los residuos de citosina del ADN. La mayoria de estas modificaciones
tienen lugar en la region promotora del gen, y en el gen propiamente dicho, en
localizaciones altamente reguladas, ya que son cruciales para los procesos de
transcripciéon (entre otros) (Li et al., 2007).

Otros mecanismos epigenéticos incluyen remodelacién de nucleosomas y de
cromatina de mads alto orden, generacion de ARN no codificante, edicion de ARN y
recodificacion de ADN (Mehler, 2008).

Estas definiciones son Uutiles para entender que durante la transcripcion de un
determinado gen, no sélo importa la presencia o ausencia de ciertas secuencias en las
regiones regulatorias del gen sino también el estado de la estructura de la cromatina
en dichas regiones.

1.10.4 Control de la transcripcion: Empaquetamiento del ADN.

Otro punto de regulaciéon de la transcripcién se da a través de las proteinas que
afectan el grado de empaquetamiento del ADN en torno al gen de interés ya que éste
afecta el acceso de la maquinaria de transcripcién al mismo.

El complejo formado por el ADN, las histonas y otras proteinas cromosOmicas se
denomina cromatina. El grado de empaquetamiento puede alcanzar estructuras tan
densas que se torna impenetrable para las proteinas involucradas en los procesos
transcripcionales y en consecuencia los genes dentro de estas regiones no se expresan.
Este tipo de cromatina altamente compactada e inactiva se denomina
heterocromatina. Existen otras regiones del cromosoma, donde la cromatina se
encuentra menos condensada, con zonas abiertas y de transcripcion activa; se
denomina eucromatina (Alberts et al., 2002).
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.11 MPT DE HISTONAS Y POSICIONAMIENTO NUCLEOSOMAL

Dentro de las regiones de la eucromatina, el grado de expresién de un gen depende en
mayor medida de las modificaciones post-traduccionales presentes en las histonas y de
la naturaleza y posicionamiento de los nucleosomas que se encuentran en la region
gue servird de ensamblaje para las proteinas que participan de su transcripcion, entre
otros (Brown, 2002). Las primeras evidencias de los efectos de los nucleosomas y sus
histonas sobre la expresién génica data del 1980, en el que se observd que los
nucleosomas impiden la transcripcion in-vitro (Knezetic and Luse, 1986; Lorch et al.,
1987) y que la delecién total o parcial de histonas tiene efectos especificos sobre la
expresion in vivo (Han and Grunstein, 1988; Kayne et al., 1988).

La idea general es que la presencia de nucleosomas modula la transcripcion mediante
la introduccion de cambios en la compactacion del ADN (dando lugar a estructuras
mas o menos condensadas) y la ocupacidon de sitios reguladores de la transcripcion.
Mientras que las_modificaciones post-traduccionales de histonas, ademas de afectar

la unién histona-ADN y en consecuencia la accesibilidad y compactaciéon del mismo,
se destacan principalmente por su capacidad para atraer especificamente
determinadas proteinas hacia la region de la cromatina que ha sido modificada
convenientemente de manera tal de proveer una plataforma para la uniéon de
factores de transcripcidn y cofactores adicionales que reconocen la modificaciones
post-traduccionales de las histonas dentro del nucleosoma (Alberts, 2002). Estos
mecanismos mencionados no son necesariamente mutuamente excluyentes, y puede
darse que una misma modificacién post-traduccional tenga efecto simultdneamente
sobre la accesibilidad del ADN y su reconocimiento por proteinas remodeladoras.

Dada la relevancia de ambos procesos en la regulacién de la expresidn génica, en los
ultimos anos, muchos laboratorios se avocaron a estudiar cdmo estos procesos estaran
influenciando la expresién génica que tiene lugar durante la formacion vy
mantenimiento de la MLT. A continuacidn, describiremos los eventos moleculares
involucrados y luego daremos a conocer la evidencia que las vincula con procesos
mnésicos.

1.11.1 MPTs de Histonas

La figura 1.11i muestra un resumen de la distribucién de histonas (y en consecuencia
nucleosomas) e histonas con MPT dentro de un gen y promotor arbitrarios. Los datos
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son una recopilacion de estudios gendmicos a gran escala en levaduras, pero son una
buena aproximacion de lo que ocurre en sistemas eucarioticos mas complejos (Li et al.,
2007).

e Correlation with
— Transcription rates
Histones = o -
H2A.Z e == T -
AcHIH4 +
H3Kdme1 — -+
H3K4ma?2 — +
HIKdmed +
H3K3Bme2 -/+
H3K36med - S +
HIKT9me =y -/

Figura 1.11i. Frecuencia de MPTs de histonas en distintas regiones de un gen y su
relacion con la tasa de transcripcion (Li et al., 2007).

La figura muestra que en general la presencia de histonas es mayor dentro de la regiéon
codificante del gen que en sus extremos, sobre todo en el promotor. Sin embargo, las
histonas presentes en la regién promotora tienen una alta probabilidad de sufrir MPTs
como acetilacion (AcH3/H4) y metilacion (H3K4me3). Esto sugiere, que si bien la
densidad de histonas es menor, estas estan altamente reguladas y podrian tener
efectos significativos en la expresion génica.

Las enzimas que llevan a cabo estas MPTs de histonas son acetilasas y desacetilasas de
histonas (HATs y HDACs, respectivamente por sus singlas en ingles histone-acetyl-
transferase y histone-deacetyl-transferase), metil-transferasas y demetilasas (HMT y
HDM, respectivamente por sus singlas en ingles histone-methyl-transferase y histone-
demethylase). Si bien como se menciond anteriormente, estas no son las Unicas MPTs
posibles, son las mas estudiadas, probablemente por tener un efecto mas relevante
sobre la expresidn génica o porque son las que ocurren con mayor frecuencia.

Las acetilaciones en los residuos de lisina disminuyen la carga positiva sobre las
histonas lo que reduce su fuerza de interaccion con el ADN que presenta carga
negativa favoreciendo asi la accesibilidad o el remodelamiento de esta porcién de ADN
(Reinke and Horz, 2003; Zhao et al., 2005). La di- y tri- metilacién de la histona H3 en la
lisina 4 estan asociadas con la activacién transcripcional. Estas MPT se denominan
comunmente modificaciones eucromatinicas y otras modificaciones, tales como la
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metilacion de la histona H3 en la lisina 9 y 27 que se localiza en zonas transcripcionales
inactivas, son denominadas modificaciones heterocromatinicas.

1.11.2 Remodelamiento nucleosomal.

El proceso por el cual un nucleosoma modifica su naturaleza o posicién se denomina

remodelamiento nucleosomal. Este proceso epigenético involucra por lo menos cuatro
formas de transformacion distintas (figura 1.11i):

1. Desplazamiento del nucleosoma hacia una nueva posicién que expone o no el
ADN.

2. Eyeccién de un nucleosoma entero, lo que deja esa region de ADN al
descubierto.

3. Eyeccidn de los dimeros H2A-H2B, dejando solo el tetramero principal de H3 y
H4 que expone el ADN y desestabiliza al nucleosoma.

4. Reemplazo de los dimeros H2A-H2B por las variantes H2A.Z-H2B o la histona H3
por la variante H3.3.

Desplazamiento _T S —> -Act S~
Act

-

e |
Eyeccion ___]\\ —
Eyeccion de los - P — -
dimeros H2A-H2B S —> __J\\

-
3

=
Reemplazo de los <
dimeros H2A-H2B ——I\\ — ___8\

H2A variant-H2B

Figura I.11i. Transformaciones inducidas por el remodelamiento nucleosomal (Cairns,
2007).
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Estas transformaciones son energéticamente muy costosas. En particular el
desplazamiento y la remocién de un nucleosoma entero requiere romper todas las
uniones ADN-Histona, lo que tiene un gasto energético elevadisimo y en ausencia de
proteinas que asistan estos procesos tendrian una dindmica muy lenta (Teif et al.,
2013). Para permitir un acceso rapido y regulado al ADN que dé lugar a los procesos de
transcripciéon y replicacién necesarios pero sin afectar el orden topoldgico conferido
por los nucleosomas, las células poseen una maquinaria de proteinas remodeladoras
de nucleosomas que afectan el posicionamiento nucleosomal, su presencia y su
estructura (Cairns, 2007). El complejo remodelador de nucleosomas (CRN) incluye
principalmente complejos multiproteicos dependientes de ATP que consumen ATP
para llevar a cabo las transformaciones mencionadas anteriormente. Las reacciones
gue asisten tardan segundos o minutos (Chereji and Morozov, 2015). Los complejos
remodeladores mas estudiados en el sistema nervioso son SWI/SNF, NuRD, y nBAF
entre otros (Lopez and Wood, 2015a). El complejo SWI/SNF tiene la capacidad de
romper uniones ADN-histona e introducir pequeiias torsiones en el ADN liberado que
favorecen el desplazamiento o eyeccién del nucleosoma. Se ha observado que en
algunos casos para que la acciéon del complejo remodelador tenga efecto sobre la
expresion génica es necesario su asociacion a HATs en la regién de ADN en cuestién. El
complejo NURD posee en su estructura varias desacetilasas (HDAC1, HDAC2), por lo
gue nuevamente su accion involucra este tipo de MPTs en las histonas en cuestion.
Este complejo reconoce MPTs de histonas y esta asociado al silenciamiento génico. El
complejo nBAF es el homdlogo de SWI/SNF que se expresa exclusivamente en
neuronas. Una de las subunidades mas relevantes del complejo nBAF es Baf53b ya que
ésta, ademas de expresarse exclusivamente en neuronas, lo hace sélo en neuronas
post-mitéticas y se ha observado que su expresion es vital para permitir el desarrollo a
neuronas adultas (Lépez and Wood, 2015a). La figura I.11ii muestra las proteinas que
componen al complejo nBAF.

BCL7a/b/c BCL11a/b

BAF4Sb/c

Figura 1.11ii. Factor Asociado Brg1l/BRM especifico de neuronas (nBAF). Modelo propuesto
para las subunidades que conforman el complejo. Las subunidades en blanco son especificas de
neuronas (Lépez and Wood, 2015a).
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Ademas de la accion de proteinas remodeladoras, se proponen otros mecanismos que
no necesariamente llevan a su remodelamiento, pero si determinan la posicién de un
nucleosoma en cierta region del ADN.

Maquinaria basal de transcripcion

Se ha observado que el posicionamiento del nucleosoma +1 (el primero contando
desde el SIT) es dependiente de la unidn del complejo de iniciacidn de la transcripcién
(Struhl and Segal, 2013). Ademas, la presencia de los FTs en sus regiones enhancers
suele verse acompafiada por la translocacién conjunta con acetilasas que serian
necesarias para permitir la accion remodeladora de los CRN. Varios estudios
bioquimicos han demostrado que la unién cooperativa de los FGT y la ARN Pol Il afecta
la uniéon ADN-histona favoreciendo el desplazamiento de nucleosomas y por ende el
remodelamiento nucleosomal (Workman and Kingston, 1992; Adams and Workman,
1995; Owen-Hughes and Workman, 1996; Kireeva et al., 2002; Lépez and Wood,
2015a).

Secuencia de ADN

La secuencia de ADN tiene cierta influencia sobre el posicionamiento del nucleosoma.
Se ha observado que dada una secuencia de 147 pb, los valores de afinidad medidos
son muy variables, habiendo hasta tres érdenes de magnitud de diferencia entre unos
y otros, lo que refleja que no se trata de un fendmeno estocastico, sino de una afinidad
secuencia-especifica (esta especificidad es menor a la observada en las proteinas de
unién al ADN - FTs mencionadas anteriormente) (Struhl and Segal, 2013). Sin
embargo, esta especificidad no viene dada por la energia de unién de unas pocas
interacciones directas sino por la habilidad de la secuencia en cuestién de acomodarse
como un todo alrededor del octamero de histonas.

A partir de lo expuesto anteriormente, es evidente que no puede asociarse la
expresion génica a una modificacién epigenética aislada. La cooperatividad es clave

estos procesos.

.11 MECANISMOS EPIGENETICOS EN LA MLT.

En las primeras secciones, se discutid que los procesos moleculares subyacentes a la
formacién y persistencia de la MLT requieren de la expresidn génica, y en la seccién
anterior vimos los mecanismos mas relevantes que la regulan. En esta seccidn,
veremos los antecedentes que estudian como los cambios a nivel transcripcional
introducidos por mecanismos epigenéticos afectan la MLT.
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Los mecanismos epigenéticos mas estudiados en procesos mnésicos son las
modificaciones post-traduccionales de histonas, el intercambio de variantes de
histonas, la accidon de proteinas remodeladoras y la metilacion de ADN (Guan et al.,
2015; Zovkic and Sweatt, 2015).

MPTs de histonas

La participacién de mecanismos epigenéticos tales como acetilacién, fosforilacion y
metilacion de histonas, ha sido descripta en procesos de plasticidad neuronal a largo
término en invertebrados, y en la consolidacién y reconsolidacién de la memoria en
invertebrados y vertebrados (Alarcén et al., 2004; Korzus et al., 2004; Levenson et al.,
2004; Wood et al., 2005, 2006; Federman et al., 2012 revisado por Guan et al., 2015).
Por ejemplo, la acetilacién de la histona H3 en hipocampo ha sido asociada a la
formacién de la memoria de miedo condicionado en roedores (Levenson et al., 2004;
Bredy et al., 2007; Lubin et al., 2008) y la disrupcion de la actividad de las acetilasas de
lisinas CBP y otras, interfiere con la formacién de la memoria (Alarcén et al., 2004;
Korzus et al.,, 2004; Maurice et al., 2008). Por otro lado, se ha demostrado que la
inhibicién de la actividad de las HDACs facilita la memoria en modelos de roedores
(Levenson et al., 2004; Vecsey et al., 2007; Yeh et al., 2004; Fischer et al., 2007), asi
como también revierte los déficits de memoria inducidos por manipulaciones
genéticas en el gen de CBP (Alarcén et al., 2004; Korzus et al., 2004). También se ha
mostrado que la sobreexpresion en neuronas de la deacetilasa HDAC2 obstruye la
plasticidad sinaptica y la formacién de la memoria(Guan et al., 2009).

Algunos de estos estudios fueron realizados sobre promotores especificos, mostrando
gue estas modificaciones post traduccionales (MPTs) de histonas pueden regular la
transcripcion de genes asociados con plasticidad durante la consolidacién, tales como
factores de transcripcién (por ejemplo, C/EBPB), receptores de neurotransmisores
excitatorios y neuromoduladores, proteinas del citoesqueletos, moléculas de adhesién
celular y enzimas metabdlicas (Levenson and Sweatt, 2005; Wood et al., 2006;
Federman et al., 2013).

Las evidencias indican que las acetilasas regularian positivamente la formacién de la
MLT, mientras que lo contrario ocurriria frente a la activacion de las desacetilasas.

Intercambio de histonas

Dos trabajos recientes han demostrado que el intercambio de histonas puede regular
positiva- o negativamente la expresién de diversos genes en procesos mnésicos. En
particular se vio que diversos entrenamientos comportamentales inducen cambios en
la presencia de histonas H3.3 y H2A.Z en el nucleosoma. La incorporaciéon de H3.3
regularia positivamente la formaciéon de memoria durante las tareas de aprendizaje de
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reconocimiento novedoso y condicionamiento de miedo (Maze et al., 2015), mientras
que la incorporacién de H2A.Z tendria efectos negativos sobre la consolidacién de la
memoria de miedo e introduciria modificaciones moleculares estables en el tiempo
(Zovkic et al., 2014). Estos trabajos demuestran que el intercambio de histonas puede
tener efectos diversos en la expresidn génica y formacién de la MLT, en funcidn de tipo
de histona en cuestion.

Complejo Remodelador de Nucleosomas

Por otro lado, otro de los mecanismos que estd cobrando relevancia es el estudio de
las proteinas remodeladoras de nucleosomas dependientes de ATP (Lépez and Wood,
2015b). Los trabajos del laboratorio de Wood han sido pioneros en este tema. Estos
indican que la proteina BAF53b regula positivamente la formacién de la MLT (Vogel-
Ciernia and Wood, 2014).

1.12 MEMORIA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS:

1.12.1 Familiaridad, Recoleccidon y Temporalidad.

La memoria de reconocimiento (MR) es la habilidad de discriminar un estimulo o
evento novedoso de uno familiar, experimentado previamente (Kinnavane et al.,
2015). Desde un punto de vista neurobiolégico, definiremos a la memoria de
reconocimiento como a los procesos neuronales por los cuales un sujeto da cuenta de
gue un estimulo fue previamente experimentado y se denomina reconocimiento al
comportamiento que resulta de estos procesos (T Steckler et al., 1998). Este tipo de
memoria se encuentra conservada entre distintas especies de animales incluido el
humano y por ello es un importante campo de estudio dentro de la investigacion
neurocientifica. En el caso de la memoria de reconocimiento de objetos (MRO), se
requiere que las caracteristicas que se perciben de un objeto en un entorno dado sean
contrastadas, identificadas y comparadas contra las caracteristicas de un objeto
experimentado previamente en ese u otro entorno.

Se propone que este tipo de memoria involucra al menos tres componentes o
procesos distinguibles: la familiaridad, la recoleccion y la temporalidad (Yonelinas et
al., 2002; Brown and Banks, 2015; Kinnavane et al., 2015). La familiaridad se refiere al
hecho de reconocer un estimulo que fue previamente presentado por sus
caracteristicas individuales, es decir sin informacion del entorno o contexto en el cual
fue presentado. En el caso de la MRO, el concepto de familiaridad se refiere a
reconocer el objeto independientemente del contexto. Recoleccion en cambio, hace
alusion a recordar detalles contextuales espacio-temporales especificos de la
experiencia previa. Estos dos componentes establecen, en principio, dos rutas distintas
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para llegar al reconocimiento de un item. Por ejemplo, imaginemos que estamos de
viaje y se acerca una persona a saludarnos, nosotros reconocemos haberla visto
previamente pero no podemos terminar de identificarla. En este caso, la reconocimos
gracias a la componente de familiaridad de nuestra memoria de reconocimiento. Sin
embargo, si al mismo tiempo nos damos cuenta que se trata de un investigador célega
con el que nos habiamos quedado charlando al final del dltimo congreso de la
Sociedad Argentina de Neurociencias, estaremos haciendo uso del componente de
recoleccién. Finalmente, la componente de temporalidad (recency, en inglés) es la
habilidad de distinguir entre dos estimulos o eventos en funcion del orden temporal en
el que fueron presentados (Kinnavane et al., 2015).

1.12.2 El paradigma de Reconocimiento de Objeto Novedoso

El paradigma de reconocimiento de objeto novedoso (NOR, por sus siglas en inglés
Novel Object Recognition) fue disefiado en 1988 por Ennaceur y Delacour y se ha
convertido en uno de los paradigmas mas populares en el estudio de la memoria de
reconocimiento de objetos debido a su simpleza y versatilidad (Ennaceur and
Delacour, 1988; Kinnavane et al., 2015). El paradigma evalua la capacidad de un animal
de reconocer un objeto novedoso en un contexto dado y toma ventaja, basicamente,
de dos caracteristicas de los roedores: la tendencia natural de estos animales a
explorar un objeto que no ha experimentado previamente y el cual, se asume, no tiene
significancia particular para el animal y nunca ha sido asociado con un refuerzo, y la
preferencia innata a investigar un objeto novedoso por sobre un objeto familiar
(Aggleton, 1985).

El protocolo consiste de tres sesiones de habituacion a un contexto o caja
experimental, seguida de una sesidn de entrenamiento en la cual se coloca al animal
dentro de la caja experimental que ahora contiene dos objetos idénticos, ubicados tal
como se indica en la figura I.12iA, y una sesion de evaluacion o testeo en la cual uno de
los objetos es intercambiado por otro distinto, no experimentado previamente, es
decir, novedoso. Durante la sesidon de entrenamiento los animales exploran los objetos
presentes en la caja y asi extraen (o retienen) caracteristicas del objeto y del objeto en
el contexto. Durante la sesion de testeo, se evalla la retencién de la memoria por el
objeto presentado durante la sesidon de entrenamiento y para ello se mide la
exploraciéon de ambos objetos. Dado que los roedores tienen una preferencia innata
por explorar objetos novedosos sobre objetos familiares, cuando el tiempo de
exploracién del objeto novedoso es mayor al tiempo de exploracién del objeto familiar
nos indica que se ha podido reconocer al objeto presentado durante la sesion de
entrenamiento, y de este modo este parametro nos permite evaluar la memoria de
reconocimiento de objetos (Ennaceur, 2010).
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A lo largo de los afios, se han introducido diversas variantes al protocolo original que
permiten estudiar las distintas componentes de reconocimiento por separado. Por
ejemplo, durante la sesion de evaluacion, en lugar de cambiar la identidad del objeto,
sencillamente se puede cambiar su ubicacién y de este modo, dado que la familiaridad
entre ambos objetos es la misma, lo que se evalla es la componente de recoleccién, es
decir que se reconoce al objeto novedoso por su nueva localizacién (figura 1.12iB,
Ameen-Ali et al., 2015; Morici et al., 2015). También se han disefiado variantes que
permiten evaluar la componente de temporalidad ya que la novedad del objeto viene
dada por el orden temporal en el que fue presentado (figura 1.12iC, Morici et al., 2015).
En esta tesis se empled la version original del paradigma (figura 1.12iA) que, en
principio, evalia la memoria de reconocimiento como un todo. El procedimiento
empleado se detalla en la seccidn Il correspondiente.

Habituacion Entrenamiento Testeo
3 0|0 =
B Entrenamiento Testeo
8 0 0 '
1
C

Entrenamiento Entrenamiento Testeo

O A = | O ™

Figura 1.12i. Variantes del paradigma de reconocimiento de objetos. A.Reconocimiento
de Objetos Novedoso o espontdneo. B. Localizacion Objeto-Lugar (en inglés, Object-
Location Task). C. Discriminacion Temporal. El asterisco indica el objeto o configuracion
novedoso/a y que se espera sea el mds explorado por el animal en el testeo.

La ventaja de este paradigma sobre otros posibles y que lo ha hecho tan popular para
evaluar la memoria de reconocimiento radica en que: i) evalia la memoria de
reconocimiento de objetos de manera simple y permite estudiar sus distintas
componentes, ii) el animal explora los objetos espontdneamente sin necesidad de
incorporar una motivacién externa mediante un estimulo apetitivo o aversivo, iii) el

animal logra construir una representaciéon del objeto y el objeto en el contexto con
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poco entrenamiento, iv) el protocolo es sencillo, y cambiando la duracion de la sesidon
de entrenamiento, y el intervalo entre ésta y la sesidn de testeo, pueden estudiarse
procesos implicados en memorias de corto término, de largo término y memorias
persistentes (Antunes and Biala, 2012; Ameen-Ali et al., 2015). Ademas, el uso de éste
modelo es mas apropiado para aproximaciones que utilizan intervenciones
farmacoldgicas y/o genéticas, ya que no afecta el nivel de estrés, ansiedad o atencidn
del animal, que confundiria los efectos de una droga o de la eliminacién de un gen
(Dere et al., 2007).

1.13 ESTRUCTURAS INVOLUCRADAS EN LA MRO EN ROEDORES

1.13.1 Sustratos neuroanatomicos en roedores

La figura figura 1.13i, (T. Steckler et al., 1998), muestra la conectividad entre los
principales sustratos neuroanatémicos involucrados en el reconocimiento de objetos.
Lo que se observa es que las proyecciones que llevan informacién relativa a las
modalidades sensoriales implicadas en el reconocimiento de objetos convergen hacia
la corteza perirrinal, entorrinal y la formacién hipocampal y es por ello que estas tres
son las estructuras del lébulo temporal que se sugiere estarian implicadas en la
formacion de la memoria de reconocimiento.

Informacion Visual Corteza Corteza
Peririnal Prelimbicae SN
Corteza < Infralimbica

Extraestriada

Informacion Auditiva

. —> Corteza
'. - r Anterior
Informacion Corteza . : g Cingulada
Somatosensorial Parietal
o | Cuerpos
¥ | Mamillary

Corteza Nicleo

Piriforme CA1 — Talamico
Medio-Dorsal

Bulbo P NUCI?Q
Offatorio CA3 " | Anteriorl
Corteza
| 3 Retrosplenial

Figura 1.13i. Sustratos neuroanatémicos de la memoria de reconocimiento de objetos
(adaptado de T. Steckler et al., 1998).

Respuesta
Motriz?

Informacién Olfativa

i

Ahondaremos un poco mas en la funcién de estas estructuras y su relacién con la MRO
en roedores.
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Corteza Extraestriada y areas sensoriales. La corteza extraestriada incluye el area
temporal y parte de la visual y auditiva. Esta corteza no recibe la informacidn sensorial
de manera directa sino a través de los nucleos taldmicos donde se produce un pre-
procesamiento de esta (Paxinos and Puelles, 2012). Las lesiones en la corteza
extraestriada o su inactivacién farmacoldgica inducen déficits en la consolidacién de la
memoria de reconocimiento de objetos pero no en su adquisiciéon, dado que la
memoria de corto termino no se ve afectada (Ho et al.,, 2011). Por otro lado, se
observé que en esta region, la exposicién a objetos novedosos induce la actividad
neuronal y la expresidon del gen de respuesta temprana c-fos aumenta luego del
entrenamiento (Zhu et al., 1995; T. Steckler et al., 1998; Aggleton et al., 2012). La
corteza parietal es un centro de integracion multi-sensorial que posee una region
interna especializada en el procesamiento de la informacidon somatosensorial. Dentro
de esta a su vez, existe una region que procesa la informacién proveniente de la
exploracion que el animal hace con las vibrisas (denominada en inglés barrel cortex) y
que ha sido motivo de muchos estudios debido a su elevado orden topolégico que
permite adquirir e integrar la percepcién sensorial proveniente de cada una de las
vibrisas que posee el animal (Akers and Killackey, 1978; Brecht, 2007). La informacién
olfativa llega al bulbo olfativo de manera directa a través de los receptores olfatorios
que se encuentran en el epitelio olfatorio de la nariz del animal. Las proyecciones del
bulbo olfatorio inervan la corteza prififorme y entorrinal, entre otros. Se postula que la
corteza piriforme al procesar la informaciéon olfativa maximiza la discriminacién en la
representacion de distintos olores independientemente de que contengan
componentes en comun (Leinwand and Chalasani, 2011). La figura 1.13ii ubica las
estructuras mencionadas dentro del cerebro del ratén.

Bulbo Olfatorio

. Corteza Piriforme

. Corteza Parietal
- Areas Visual y Auditivas

=%
I Area Temporal

Figura 1.13ii. Estructuras de la corteza sensorial involucradas en la MRO. Disefio realizado con
el programa Brain Explorer® 2 del Allen Institute for Brain Sciences.
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Corteza Perirrinal. Tal como se evidencia en la figura 1.13i, en esta region de la corteza
convergen las proyecciones de las zonas corticales especializadas en el procesamiento
de diferentes estimulos sensoriales, por lo que es una regidon de asociacién o
procesamiento multi-modal. Esta estructura es, junto con el hipocampo, una de las
mas estudiadas en la memoria de reconocimiento en roedores. Los primeros estudios
se realizaron lesionando esta estructura en ratas y evaluando la retencién de la MRO a
distintos tiempos luego del entrenamiento. Se encontré que los animales pueden
discriminar un objeto novedoso de uno familiar hasta diez minutos luego del
entrenamiento, pero no a tiempos mayores (Dere et al., 2007). La expresion de c-fos
en esta regiéon aumenta durante la consolidacion de la MRO y la intervencién
farmacolégica durante la consolidacién de la MRO es amnésica (salvo algunas
excepciones) (Brown et al., 2012; Zhu et al., 1995). Recientemente se ha encontrado
gue en esta regidn existen las denominadas “células-objeto” (object cells en inglés) que
se activan cuando el animal se acerca al objeto. Es interesante destacar, que el
porcentaje de neuronas activas y la tasa de disparo eran iguales asi el objeto fuese
novedoso o familiar, independientemente de que pasara mas tiempo explorando al
novedoso (Burke et al., 2012).

Hipocampo y subiculum. El hipocampo, denominado asi por su similitud con el animal
caballito de mar (hipo- viene del griego hippo que significa caballo y —campo viene de
la palabra griega kampos que significa monstruo de mar), es una de las principales
estructuras implicadas memorias espaciales, contextuales y episddicas, tanto en
humanos como en otros mamiferos (revisado en Opitz, 2014; Huijgen and Samson,
2015). El cerebro de humanos y otros mamiferos como el ratén, posee dos
hipocampos, uno en cada hemisferio (figura 1.13iv). El hipocampo, el subiculum y el
giro dentado constituyen la formaciéon hipocampal (FH). El hipocampo a su vez se
subdivide en tres regiones: CA1, CA2 y CA3 (figura 1.13.iii). La informacidon que llega a la
FH fluye en la direccidn giro dentado -> CA3 -> CA2 -> CA1 -> Subiculum, pero tal como
se indica en la figura 1.13i, algunas estructuras extrahipocampales pueden conectarse
directamente con las subregiones intermedias, por ejemplo CA1 o subiculum. En esta
tesis nos referiremos al hipocampo o a la formacién hipocamapal indistintamente.

Figura 1.13iii. Vista coronal de un hipocampo y el flujo de “informacidon” entre las sub-regiones
que lo componen.
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Los primeros estudios que evidenciaron el rol del hipocampo en la MRO se realizaron
lesionando el hipocampo antes o después de la exposicion a objetos novedosos vy
observando la retencion de la MRO un tiempo posterior. La mayoria de estos estudios
indicaron que estas lesiones no afectan la formacion, retencidn y/o evocacion de la
MRO, pero unos pocos mostraron que esta intervencién si tenia un efecto amnésico.
Las discrepancias se atribuyeron a diferencias en el grado de la lesion del hipocampo. A
continuacion, se encontré que las lesiones en el hipocampo soélo afectaban el
componente de recoleccion de la MRO y no el de familiaridad, sugiriendo asi que el

III Ill

hipocampo procesaria informacién del “contexto” o del “objeto en contexto” y no del
objeto en si. En contrapartida, la evidencia proveniente de lesiones en la corteza
perirrinal era robusta en cuanto a su efecto en la MRO, por lo que estas primeras
observaciones sembraron la idea de que la estructura principal para el procesamiento
de la MRO seria la corteza perirrinal mientras que el hipocampo sélo participaria en la
construccion y/o almacenaje de la componente de recoleccion del proceso. Sin
embargo los tratamientos con lesiones tienen varias desventajas, entre ellas i) el grado
de la lesion es dificil de reproducir, ii) al ser una intervencién permanente no es posible
hacer una buena discriminacion de la participacion de estas estructuras en las distintas
fases (adquisicion-consolidacién-evocacion) de la MRO vy iii) la lesidn permanente
puede inducir cambios plasticos en otras estructuras cerebrales conectadas con la que
recibio la lesidn y que alteren su procesamiento ordinario de manera tal de compensar
los efectos de la lesion (Cohen and Stackman, 2015). El avance en la posibilidad de
intervenir farmacolégicamente y especificamente la zona del hipocampo fue clave para
aportar nuevas evidencias y reevaluar esta concepcién inicial. Una lista de los trabajos
mas importantes indicando los resultados de distintas intervenciones farmacoldgicas
intra-hipocampales y su efecto en las fases de la MRO puede encontrarse en la revisidon
de Cohen y Stackman y en la de Dere Ekrem y colaboradores (Cohen and Stackman,
2015; Dere et al., 2007). En particular, se observé que los tratamientos farmacoldgicos
luego del entrenamiento tienen efectos amnésicos sobre la MRO evaluada a las 24hs
en casi todos los casos, indicando que esta estructura es clave para la consolidacién de
la memoria de reconocimiento d objetos de largo término. Si bien la evidencia a favor
de que el hipocampo es necesario para la consolidacién de la MRO es contundente,
aun surgen numerosas discusiones respecto a cuales son las componentes procesadas

por la corteza perirrinal y cuales por el hipocampo.

Por otro lado, se ha observado que la exploracion de objetos modifica los campos de
representacion (place fields en inglés) de las neuronas hipocampales de las regiones
CAl1l y CA3 (Deshmukh and Knierim, 2013). Ademds, se encontraron neuronas que
contendrian informacién acerca de la identidad de los objetos y su ubicacion espacial y
cuya actividad correlaciona con la performance en el reconocimiento de objetos
(Manns and Eichenbaum, 2009).
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Corteza Entorrinal. La corteza entorrinal es una estructura clave en la mediacidn entre
las informacidén sensorial procesada por estructuras neocorticales (las mencionadas al
comienzo) y el hipocampo. En base a propiedades neuroanatomicas y
electrofisioldgicas, la corteza entorrinal (CE) se subdivide en la corteza entorrinal
lateral (CEL) y la corteza entorrinal medial (CEM) (van Strien et al., 2009; Paxinos and
Puelles, 2012). El primer estudio que vincula esta estructura con la exploracion de
objetos fue llevado a cabo por Zhu (Zhu et al., 1995). En él se observé que la expresion
de c-fos se indujo luego de la exploracién de objetos independientemente de si el
objeto era novedoso o familiar. Un estudio posterior realizdé un modelado
computacional basado en el estudio de Zhu y otros, que predice que si el objeto es
novedoso, la informacion fluiria de la CEL al giro dentado del hipocampo, mientras que
si la informacién es familiar la informacién fluiria de la CEL a CAl (Albasser et al.,
2010). Esta prediccién es muy interesante, pero aun falta evidencia empirica que lo
sustente. Por otro lado, del estudio de registros electrofisiolégicos y lesiones durante o
a continuacion de la exploracién de objetos, se construyd la concepcidn vigente de que
la informacién espacial es procesada por la CEM vy la informacién relacionada al objeto
y/o al objeto en el contexto es procesada por la CEL (Eichenbaum et al., 2007). La CEM
posee numerosos tipos de neuronas cuya actividad electrofisioldgica se vincula con
propiedades espaciales, tales como las grid cells (Hafting et al., 2005), border cells
(Solstad et al., 2008), head-direction cells (Sargolini et al., 2006) y mas recientemente
las speed cells (Kropff et al., 2015), entre otras, y sus propiedades de disparo se ven
poco moduladas por la presencia de los objetos. En cambio, en la CEL se han
encontrado neuronas que disparan frente a la presencia de objetos (object-cells),
neuronas que disparan en el lugar que se encontraba el objeto pero sdélo luego de que
éste haya sido removido (object-trace cells) (Tsao et al., 2013) y neuronas que disparan
en zonas distales al objeto, pero sélo cuando el objeto esta presente (Deshmukh and
Knierim, 2011). En cuanto a los estudios con animales lesionados, se ha encontrado
qgue lesionar la CEM trae déficits cognitivos en aquellas tareas que requieren del
procesamiento de informacidn espacial pero no del objeto, mientras que en el caso de
la CEL el déficits es mds ambiguo, indicando que esta estructura procesaria
informacién tanto espacial como del objeto (Van Cauter et al., 2013). Son pocos los
trabajos que estudian el rol de estas estructuras en las distintas fases de la memoria. El
mas relevante indica que, llamativamente, la lesién post-entrenamiento no introdujo
déficits en la retencién de la MRO (Kesner et al., 2001).

La idea general es que las estructuras corticales mencionadas recién (corteza perirrinal,
entorrinal e hipocampo) participarian del almacenamiento de la MCT y la MLT,
mientras que las estructuras de alto orden que mencionaremos a continuacién
participan de la consolidacién sistémica y por ende se espera que tengan una
participacién en las primeras fases del cross-talk entre hipocampo y corteza y en el

almacenamiento a largo termino (30 dias). Cabe destacar, que estas estructuras no
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solo conectan reciprocamente con aquellas del l6bulo temporal medial, sino que
también lo hacen con estructuras de la corteza sensorial, sirviendo asi de plataforma
para la plasticidad sindptica aun en las cortezas primarias, lo que permitiria, por
ejemplo, inducir cambios permanentes en el comportamiento de un animal frente a un
estimulo sensorial dado, y esto podria ser clave para garantizar su supervivencia.

- Hipocampo
- Subiculum

B cortezaEntorrinal

B corteza perirrinal

Figura 1.13iv. Estructuras de la corteza sensorial involucradas en la MRO. Disefio realizado con
el programa Brain Explorer® 2 del Allen Institute for Brain Sciences.

Corteza Prelimbica e Infralimbica. La inyeccién de anisomicina, antagonistas de
receptores glutamatérgicos y dopaminérgicos en la corteza pre- e infra-limbica
después del entrenamiento trae déficits en la MLT pero no en la MCT de la MRO
(Akirav and Maroun, 2006; Rossato et al., 2013).

Corteza Anterior Cingulada (CAC). Esta estructura es necesaria en eventos mnésicos
que llevan a la formacién de memorias remotas (Frankland et al., 2004; Teixeira et al.,
2006; Ding et al., 2008). En cuanto a su rol en la formacion y almacenamiento de la
MRO, se ha observado que la expresién de c-fos en la CAC es mayor frente a un objeto
novedoso que a uno familiar (Zhu et al., 1995), y que la actividad eléctrica de las
neuronas en la CAC es fuertemente modulada por la presencia de objetos (Weible et
al., 2012). En particular, presenta patrones de actividad muy interesantes, tales como
la modulacién de la actividad por el cambio de un objeto familiar por uno novedoso, y
la activacién de neuronas cuando el animal pasa por una region donde solia haber un
objeto familiar (absent-object cells). La actividad de este ultimo tipo de neuronas
persiste hasta 30 dias luego de la ultima presentacién del objeto. Esta evidencia le
adjudica a la CAC un rol uUnico en la formacién de memorias de reconocimiento de
objetos remotas (Weible et al., 2012; Burke and Barnes, 2015).

Corteza Retrosplenial (CRS). Lesiones en la corteza retrosplenial no afectan la
adquisicion ni la MCT de la MRO (Parron and Save, 2004; Hindley et al., 2014). Se ha

observado que las lesiones antes del entrenamiento no afectan la MLT reciente (1
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semana) pero si la remota (4 semanas), mientras que las lesiones 1 dia post
entrenamiento si afectan la MLT reciente (Haijima and Ichitani, 2012). Estos resultados
sugieren que probablemente durante la consolidacién celular (dentro de las primeras
48hs) ésta estructura se encuentre participando de algin mecanismo de tipo cross-talk
con el hipocampo, que al ser interrumpido, disrumpe la traza original, trayendo déficits
en la performance, mientras que si la lesion se produce antes de la adquisicion, este
cross-talk no tiene lugar y la MLT reciente podria almacenarse de forma independiente
a la CRS. En conjunto, los resultados aportan un dato interesante (y esperable): esta
estructura es necesaria para la formacion de memorias remotas. Registros
electrofisiolégicos indican que aproximadamente 10% de las neuronas de la CRS son
head-direction cells que pueden ser moduladas por la actividad motora del animal por
lo que esta estructura ha sido implicada en procesos de navegacién espacial (revisado
en Vann et al., 2009).

Nucleos talamicos y cuerpos mamilares. Estas estructuras reciben informacién de las
regiones parahipocampales y de la FH a través del férnix y proyectan a estructuras de
la corteza prefrontal. Lesiones en los nucleos taldmicos anterior, medio-dorsal, fornix y
cuerpos mamilares indican que estas estructuras son necesarias para tareas que
involucran el procesamiento de informacion espacial, y producen déficits en ciertos
tipos de memoria de reconocimiento (Aggleton et al., 1995; Mitchell and Dalrymple-
Alford, 2005; Cross et al., 2012; Warburton and Brown, 2015).

Ganglios Basales. Los ganglios basales incluyen a las regiones estriadas, dentro de las
que se encuentra el Nucleo Caudado (NC), entre otros, y la regién palida. Estos centros
son claves para el control de funciones motoras, cognitivas y emotivas (Paxinos and
Puelles, 2012). La estructura mds estudiada en MRO es el nucleo caudado. Esta
estructura es importante para el aprendizaje de tareas de tipo espacial. La inyeccién de
antagonistas glutamatérgicos o la disrupcién de la sefializacién dopaminérgica en NC
afecta la adquisicion y la consolidacién pero no la MCT de reconocimiento de objetos
(Sargolini et al., 2003; Nelson et al., 2010).

Estas estructuras se representan en la figura 1.13v.
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Figura I.13v. Estructuras de la corteza sensorial involucradas en la MRO. Disefio realizado con
el programa Brain Explorer® 2 del Allen Institute for Brain Sciences.

.14 MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA
CONSOLIDACION DE LA MRO.

Los mecanismos moleculares subyacentes a la consolidacion de la MRO son similares a
los mencionados para los casos mas generales. En particular, en el hipocampo, el
paradigma NOR en roedores requiere de sintesis proteica inmediatamente luego del
entrenamiento y a las 3hs, pero no 6hs luego (Rossato et al., 2007). Dentro de los FTs
involucrados en la consolidacién de la MRO en el hipocampo se encuentran CREB
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(Pittenger et al., 2002; Bourtchouladze et al., 2003) y NF-kB (Federman et al., 2013).
Por otro lado, esta memoria es dependiente de la activacién de receptores de
glutamato del tipo N-metil D-aspartato (NMDA-R), tanto en hipocampo (Baker and
Kim, 2002; Kemp and Manahan-Vaughan, 2004) como en corteza perirrinal (Winters
and Bussey, 2005), receptores de canabinoides (Maccarrone et al., 2002),
transportador de GABA tipo 1 (Hu et al., 2004), cascadas de seializacién tales como la
via mediada por AMP ciclico en distintas areas del cerebro (Bozon et al., 2003) o en
regiones mas especificas como el hipocampo (Pineda et al., 2004), la via de las
quinasas activadas por mitégenos (MAPKs, por sus siglas en inglés, mitogen activated
protein kinase ) en hipocampo (Kelly et al., 2003), el cofactor con actividad de HAT,
CBP, y la quinasa dependiente de Ca2+ y Calmodulina (CaMKIl) (Miller et al., 2002).
Ademas, se ha evidenciado que la consolidacidon de esta memoria puede ser modulada
por estrés (Maroun and Akirav, 2008).

En cuanto a los mecanismos epigeneticos que afectan la MRO, se ha observado que la
consolidacion de la MRO depende de modificaciones post-traduccionales de histonas
tales como acetilaciones (la acetilacion favorece la consolidacién de la MRO y lo
contrario ocurre con las desacetilaciones) (Korzus et al., 2004; Stefanko et al., 2009).
Recientemente, tambien se demostré que estas afectan la formacion de MROs
persistentes (Federman et al.,, 2013). Por otro lado, se observd que las proteinas
remodeladoras BAF53b y el intercambio de histona H3.3 regulan positivamente la
consolidacién de la MRO (Vogel-Ciernia et al., 2013; Maze et al., 2015).

1.15 BDNF

Brain Derived Neurotrofic Factor o BDNF es una proteina secretora perteneciente a la
familia de las neurotrofinas cuyo nombre traducido del inglés es Factor Neurotrofico
Derivado del Cerebro. Las neurotrofinas o factores neurotréficos son factores de
crecimiento especificos del sistema nervioso que durante el desarrollo de las neuronas
participan de los procesos de proliferacién, diferenciacion y supervivencia de las
mismas. Estas neurotrofinas son dimeros de un péptido pequefio unido por puentes di-
sulfuro entre residuo de cisteinas. Las neurotrofinas se empaquetan en vesiculas que
son liberadas al medio extra-celular como respuesta a diversos estimulos externos y
una vez liberadas interactian con receptores de membrana especificos para dar lugar
a la cascada de sefalizacion celular correspondiente (Nicholls, 2001). En particular, la
actividad neuronal induce la liberacién de BDNF, desde la pre- o post- sinapsis, y este
puede unirse al receptor de membrana p75 o con mayor afinidad a TrkB que contiene
en su interior un dominio tirosin-quinasa. Ambos receptores se encuentran en
dendritas, axones y soma de neuronas excitatorias e inhibitorias. La unién de BDNF al
receptor TrkB induce un cambio de conformaciéon en el receptor que permite su
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autofosforilacion y a continuacién la fosforilacion de residuos de tirosina presentes en
otras proteinas, lo que lleva a la activacion de principalmente tres cascadas de
sefializacion celular mediadas por la fosfolipasa C vy, la quinasa fosfatidilinositol-3, y la
quinasa ERK1/2, respectivamente (revisado por Bekinschtein et al., 2014a).

BDNF regula los receptores iénicos de sodio, potasio, AMPA y NMDA, la expresion
génica a nivel transcripcional (mediante la interaccién con CREB y la activacion de la
cascada dependiente de ERK, entre otros) y traduccional (mediante la activaciéon de
mTOR y la cascada de ERK), incuso de manera local en sindpsis (Bekinschtein et al.,
2007). Ademas induce cambios en la densidad y morfologia de espinas y en neuronas
piramidales inmaduras del hipocampo es utilizado como plataforma para dirigir el
crecimiento axonal por quimiotaxis (Shen and Cowan, 2010; Huang et al., 2014). Hace
ya 20 ainos de las primeras evidencias indicando que BDNF regula la funcion sindptica a
corto término vy la plasticidad sinaptica dependiente de actividad neuronal de largo
término, asi como la transmisidn sindptica en la pre- y post-sinapsis y la potenciacién
de largo termino (LTP) de las sinapsis (revisado por Poo, 2001).

I. 15.1 Expresion de BDNF en el hipocampo y rol en memoria.

El hipocampo, ademas de ser una estructura clave para el aprendizaje de diversos tipos
de memoria, es la regién neuroanatémica con mayor expresién de BDNF y su receptor
TrkB en mamiferos (Murer et al., 2001). Una de las primeras evidencias mostrando un
rol de BDNF en la consolidacién de la memoria fue publicada por Ma en 1998. Aqui
mostraron que las ratas con buenos niveles de retencién de la memoria de miedo,
adquirida durante el entrenamiento al paradigma de evitacion inhibitoria (IA por sus
siglas en inglés Inhibitory Avoidance), tenian aumentado los niveles de ARNm
mensajero para BDNF en el giro dentado respecto a animales con poca retencion. El
aumento significativo entre grupos se observé 1h, 3h y 6hs post-entrenamiento pero
no a los 30 min ni a las 24hs. Ademas se observd un efecto amnésico en la LTM
medida a 24hs producido por la infusién de un oligonucledtido complementario al
ARNm de BDNF (bloquea su expresion) durante la consolidacidon (Ma et al., 1998). Mas
tarde, se encontré que el entrenamiento en IA aumenta el ARNm de BDNF en el
hipocampo 1h post-entrenamiento pero no a las 4hs, 6hs ni 9hs y que la infusién de
anticuerpo contra BDNF (de manera de bloquear su funcién) durante la consolidacion
de la memoria tiene efecto amnésico sobre la MLT (Alonso et al., 2002). Estos trabajos
indican que la expresion y secrecion de BDNF son necesarias para la consolidacién de
la MLT en el paradigma IA. Ratones Knock-Out (KO) para BDNF en el hipocampo
presentan déficits en el aprendizaje de la tarea espacial del Laberinto Acudtico de
Morris y en la extincion de la memoria de miedo (Heldt et al., 2007). Por otro lado,
recientemente se ha encontrado que la tarea de Reconocimiento Espontdneo de
Localizacion, empleada para estudiar los mecanismos neurobioldgicos por los cuales el
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hipocampo realiza el proceso de separacion de patrones o representaciones similares,
requiere de la secrecién y expresion de BDNF en el giro dentado especificamente
cuando la exigencia en la tarea es elevada (reconocimientos o discriminacion de
representaciones espaciales similares) e induce un aumento en los niveles proteicos de
BDNF en esta regién a la hora post-entrenamiento (Bekinschtein et al., 2013). Un
trabajo posterior a este sugiere que la consolidacién dependiente de BDNF se daria por
interaccion entre esta neurotrofina y las neuronas inmaduras del giro dentado
(Bekinschtein et al., 2014b). En conclusién, estos antecedentes indican que la
consolidacion de distintos tipos de memoria induce aumentos en la expresién de BDNF
dentro de las primeras 3hs post-entrenamiento (aproximadamente) y que esta
neurotrofina seria clave para el almacenamiento de la MLT.

1.15.2. Memoria de reconocimiento

En cuanto a su rol en la memoria de reconocimiento, ratones modificados
genéticamente de manera tal de presentar una reduccién significativa en los niveles de
BDNF en el hipocampo presentan déficits en la formacién de la MRO (Heldt et al.,
2007). En ratas, la exploracion de objetos induce la secrecién de BDNF en el giro
dentado (Callaghan and Kelly, 2012) y en CA1 (Furini et al., 2010). Por ultimo, 2hs luego
del entrenamiento, pero no inmediatamente ni 30 min luego, se induce un aumento
en los noveles proteicos de BDNF en CA1 (Furini et al., 2010).

1.15.3 Regulacion mediada por NF-kB

El gen de BDNF es un gen de respuesta temprana que presenta 9 exones y 9
promotores que permiten obtener por lo menos 24 transcriptos distintos como
consecuencia del splicing alternativo de su gen (Cunha et al., 2010). Estos transcriptos
se traducen para dar lugar a la misma proteina madura (BDNF). Los promotores de su
gen poseen numerosos sitios de unién a NF-kB en su promotor y existen evidencias de
que este gen se encuentra regulado por lo menos en parte, por NF-kB (revisado por
West et al., 2014; Kaltschmidt and Kaltschmidt, 2015). Se ha observado que NF-kB se
une al promotor del exdn | y regula su expresiéon luego de la actividad neuronal (Lubin
et al., 2008; Neidl et al., 2016). Ademas el gen de BDNF posee un sitio de unidon a NF-kB
en el exén lll, que es preferentemente transcripto por éste luego de la activacion de
receptores glutamatérgicos de tipo NMDA (Lipsky et al., 2001), y en astrocitos, la
expresion proteica y de ARNm a través del exdn IV es dependiente de NF-kB (Saha et
al., 2006). Por otro lado, la expresidn selectiva a partir de estos exones se ha
observado durante la consolidacion de la memoria de miedo (Rattiner et al., 2004; Ou
and Gean, 2007; Lubin et al., 2008). A pesar de que esta evidencia indica que NF-kB
tiene la capacidad de unirse al promotor de exones que han sido implicados en
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procesos mnésicos, no existen evidencias de que NF-kB regule la epxresién de BDNF
durante estos.

1.16 ZIF268

Zif268 (también conocido como Krox-24, NGF1-A, Egrl, TIS8, y Zenk) pertenece a la
familia de las proteinas de respuesta temprana al crecimiento, (Egr en inglés, early
growth response) que son FT inducibles que controlan la expresion de varios genes, y
como tal, constituye un regulador maestro en el desarrollo y funcién celular. El gen
2if268, es de respuesta temprana que se activa de manera rapida y transitoria. Este
gen se encuentra evolutivamente conservado y codifica para proteinas de 82 y 88 kDa
qgue tienen la particularidad de poseer dominios de sitio de unién al ADN del tipo
dedos de zinc (de ahi que se llama Zif, por Zinc fingers en inglés) (Veyrac et al., 2014).
En los ultimos afios, ZIF268 ha demostrado ser clave en diversos procesos de
plasticidad sinaptica y memoria (Bozon et al., 2002; Soulé et al., 2008).

1.15.1 Expresion de ZIF268 en el SNC y genes target.

El gen y la proteina se expresan ubicuamente tanto en el sistema nervioso central
(SNC) como periférico de organismos adultos. Las estructuras cerebrales con mayor
expresion del gen son neocorteza, estructuras primarias olfativas, hipocampo,
amigdala, estriado, tdlamo y corteza cerebral.

El promotor de zif268 posee dominios regulatorios del tipo SRE (del inglés serum
response element), secuencias consenso para el FT AP1, sitios CRE y hasta un sitio que
es reconocido por si mismo, ya que ZIF268 puede unirse a este sitio y regular
negativamente la transcripcién de su propio gen (Veyrac et al., 2014). También posee
secuencias consenso para NF-kB. Un estudio reciente ha indicado que NF-kB regula la
transcripcion de zif268 luego de la muerte celular inducida por irradiacién UV (Thyss et
al., 2005). En otro trabajo se observd que la reconsolidacién de la memoria de miedo
condicionado induce la fosforilacidén y acetilaciéon de histonas en torno al promotor de
Zif268 y estos mecanismos epigenéticos dependerian de la via de sefializacién de NF-
kB (Lubin and Sweatt, 2007). La regulacién de ZIF268 por NF-kB también ha sido
observada en células humanas luego de la inducciéon de la respuesta inmune con
lipopolisacaridos (Carayol et al., 2006).

No se conocen con claridad los genes que se encuentran rio abajo de ZIF268 en
procesos de plasticidad sindptica o memoria. En el SNC, estudios genémicos realizados
a gran escala indican que la sobre-expresién de ZIF268 en células hipocampales que
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fueron estimuladas con NMDA indujo cambios de expresiéon en 153 genes, la mayoria
vinculados a la sefalizacién celular, formacién sindptica, respuesta inmune,
proteasoma, y un numero de FTs incluyendo a si mismo. Sorprendentemente, todos,
excepto tres de estos genes, fueron regulados negativamente, sugiriendo que ZIF268
es un represor de la transcripcién (James et al., 2005).

1.15.1 Expresion y rol en memoria.

El entrenamiento en distintas tareas de aprendizaje y memoria llevan a un aumento en
la expresion de ZIF268 en distintas estructuras que se encuentran en relacién con la
tarea en cuestién y en distintos modelos animales, desde primates no humanos hasta
aves (revisado en Veyrac et al., 2014). En particular, se vid6 que en roedores el
entrenamiento en el paradigma de condicionamiento de miedo contextual induce la
expresion de ZIF268 en el hipocampo y amigdala (Maddox et al., 2011; Malkani and
Rosen, 2000), mientras que el entrenamiento al paradigma NOR (Soulé et al., 2008) y
tareas de navegacion espacial inducen su expresion en el hipocampo (Guzowski et al.,
2001). La expresion de ZIF268 durante la consolidacion de este tipo de memorias
aumenta aproximadamente 30 min luego del entrenamiento y retorna a los niveles
basales al cabo de 2hs. Su patrén de expresion rapido y transitorio ha fomentado su
uso como marcador inmunohistoquimico de neuronas recientemente activas (Kubik et
al., 2007) para asi mapear los circuitos activados como consecuencia de la experiencia
comportamental. Recientemente ademas se ha visto que su expresidon aumenta, una
vez mas de manera transitoria, durante procesos de persistencia de la memoria
(seccién 1.8.1, Katche et al., 2012a). A pesar de que aparentemente ZIF268 regularia
negativamente la transcripcion de la mayoria de los genes que se encuentran rio abajo
del mismo, es evidente de los resultados mencionados anteriormente, que los
programas de expresidon génica reclutados por este FT permitirian estabilizar la
memoria.

Los estudios funcionales de ZIF268 en tareas de aprendizaje y memoria indican que

este FT participa de mecanismos moleculares claves en la consolidacion de la MLT.
(revisado en Besnard et al., 2014; Veyrac et al., 2014). Unos afios atras se desarrollaron
unos ratones KO para Zif268 que presentaban una MCT intacta para diversas tareas
comportamentales, sin embargo se encontraron déficits en la MLT para diversas tareas
como, condicionamiento aversivo gustativo, transmisién social de preferencia
alimentaria, localizacion objeto-lugar y condicionamiento de miedo contextual (Bozon
et al.,, 2002). La inhibicién de su expresion mediante la administracion de
oligonucleétidos ha demostrado su participacién durante la reconsolidacion y
mantenimiento de la memoria (Lee et al., 2004; Katche et al., 2012a).
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1.17 CAMKIIS
1.17.1 CaMKII

La protein-kinasa dependiente de Calcio/Calmodulina o CaMKII por sus siglas en inglés
Calcium/Calmoudlin-dependent protein kinase Il es una de las principales enzimas
efectoras involucradas en la via de sefializacion de Calcio en células eucariotas. La
enzima se activa como consecuencia del aumento del calcio intracelular y fosforila
proteinas target involucradas en diversas funciones tales como plasticidad sindptica,
movilizacion de vesiculas sindpticas, regulacion de la expresion génica, regulacién de la
contraccion muscular y modulacién de canales idnicos (Gaertner et al., 2004).

Estructura

CaMKIl es una holoenzima compuesta por
aproximadamente 12 subunidades que se
ensamblan formando 2 anillos de 6
subunidades cada una (Lucchesi et al., 2011).
Estas subunidades son proteinas codificadas
por cuatro genes distintos pero altamente

relacionados: camk2a, camk2B, camk2d y
camk2y. La figura 1.17i muestra la estructura
de la enzima empleando como ejemplo la
asociacion de las isoformas para generar un
heterododecamero. En la realidad, la a

composicion puede estar enriquecida en v

alguna de las isoformas, o bien puede
Figura 1.17i: Estructura de CaMKII.

componerse  exclusivamente de una . ,
Posible heterémero.

(homododecamero).

Los ARNms de genes que codifican para las distintas isoformas pueden sufrir splicing
alternativo, dando lugar a la sintesis de aproximadamente 30 isoformas distintas. La
estructura proteica se encuentra conservada entre las distintas isoformas: poseen un
dominio catalitico amino terminal, seguido de un dominio regulatorio que contiene
una regién auto-inhibitoria y un sitio de unién para el complejo Ca**/Calmodulina
(Ca/CaM), un dominio de secuencia variable y por ultimo un dominio asociativo (o de
oligomerizacidn) en el extremo carboxi-terminal que permite el ensamblaje entre las
distintas subunidades (Colbran and Soderling, 1990; Schulman et al.,, 1992). La
homologia en las secuencia peptidicas de las distintas isoformas y variantes de splicing
es del 82-87%, y la principal diferencia se encuentra en la secuencia dentro del dominio
variable (Gaertner et al., 2004).

57



La enzima se expresa principalmente en el cerebro, aunque también lo hace en el resto
de los tejidos. En algunas regiones del cerebro, como el hipocampo, que es una
estructura clave para la formacién de ciertos tipos de MLT, su niveles proteicos
alcanzan hasta el 2% de los niveles totales (Ataei et al., 2015). Las isoformas que sélo
se expresan en el cerebro son la a y B, mientras que lay y la 6 se expresan de manera
ubicua (Bennett et al., 1983; Tobimatsu and Fujisawa, 1989; Lucchesi et al., 2011).

Isoformas

La informacion obtenida a partir del estudio de cada una de las isoformas permitio
demarcar diferencias y similitudes en su afinidad por calcio, su localizacién y su
funcién. Por ejemplo, en el trabajo de Gaertner y colaboradores, muestran que la
afinidad por calmodulina y la tasa de autofosforilacidon entre las distintas isoformas es
y>6~B>a y 6>B> a >y, respectivamente (Gaertner et al., 2004).

Todas las isoformas se expresan en el cerebro, en particular en las capas piramidales y
el giro dentado del hipocampo (Murray et al.,, 2003). La isoforma CaMKlla es una
proteina citosdlica que localiza en dendritas y es una de las principales proteinas en la
densidad post-sindptica (PSD por sus siglas en ingles, post-synaptic density). Su
localizacion en la PSD es exclusiva de sinapsis excitatorias y se daria en parte gracias a
la asociacién con la isoforma B (Liu and Jones, 1997; Shen et al., 1998; Shen and
Meyer, 1999). Ademas tiene la particularidad de que su ARNm trasloca a dendritas,
donde se traduce de manera local (Mayford et al., 1996; Mori et al., 2000; Murray et
al., 2003). Tambien se expresa en pre-sinapsis (Liu and Murray, 2012). Estas
caracteristicas hacen que sea la isoforma mas estudiada en el ambito de la
neurobiologia de la memoria y ha demostrado ser necesaria para la formaciéon de MLT
en diversos paradigmas comportamentales (Lucchesi et al., 2011; Giese and Mizuno,
2013; Ataei et al., 2015).

La isoforma CaMKIIB posee un dominio de unidn a F-actina y en estado basal se
encuentra unida a esta. La activacién de los receptores de NMDA induce su
desprendimiento de F-actina y su translocacién hacia la densidad post-sinaptica junto
con la isoforma CaMKlla, con la que suele asociarse para formar la heteroenzima o/B-
CaMKIl (Shen and Meyer, 1999).

La isoforma CaMKIly se expresa en el cerebro de mamiferos, en tejido cardiaco, en
musculo liso, higado y células del sistema inmune (Tobimatsu and Fujisawa, 1989;
Bayer et al.,, 1999; Gangopadhyay et al., 2003). En neuronas, recientemente se
demostré que la despolarizacién induce la translocacion de esta isoforma al nicleo y
postularon que su principal funcién es servir como proteina transportadora del
complejo Ca/CaM al nlcleo de manera tal de inducir la cascada de sefializacion
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dependiente de este y del conjunto de familias CaMK y que da lugar a la regulacion
transcripcional mediada en parte por CREB (Ma et al., 2014). Los pocos antecedentes
gue se encuentran respecto a su vinculo con funciones cognitivas son en humanos e
indican que la variabilidad genética en torno a este gen afecta la performance en tests
de memoria episddica (de Quervain and Papassotiropoulos, 2006) y la capacidad
intelectual (de Ligt et al., 2012).

CaMKll6

Tal como se menciond anteriormente, la isoforma CaMKII§ se expresa de manera
ubicua, sin embargo, en células del corazéon es la isoforma predominante, y esta
vinculada a desordenes cardiacos por lo que la mayoria de los trabajos realizados con
esta proteina se basan en resultados obtenidos a partir de cardiomiocitos o afin (Gray
and Heller Brown, 2014).

Se identificaron 11 variantes provenientes de splicing alternativo del gen que se
expresan de manera diferencial en el cerebro, en el corazén y en musculo esquelético
(Gray and Heller Brown, 2014). La nomenclatura empleada para designar las distintas
variantes es inconsistente entre los trabajos publicados lo que dificulta distinguir
cuales son las variantes expresadas en uno y otro tejido, pero en general se observa
gue al menos tres variantes distintas se expresan en el cerebro de rata y que otras tres
variantes se expresan en tejido de musculo cardiaco una de las cuales posee una
secuencia de localizacién nuclear que permite su translocacién al nucleo (Schworer et
al., 1993; Mavyer et al., 1994, 1995).

Mecanismo de Activacion

El ingreso de calcio a la célula lleva a la formacién del complejo Calcio/Calmodulina
(Ca**/CaM), que une aproximadamente 3-4 iones calcio por calmodulina en forma
cooperativa (Hanson et al., 1994). Este complejo se une a CaMKIl y le produce un
cambio conformacional que induce su actividad enzimatica. La activacién mediada por
el complejo Ca?*/CaM lleva no solo a la fosforilacién de sus sustratos, sino también a
su autofosforilacidn. El proceso de autofosforilacion avanza de manera paulatina. En
una primera instancia, la auto-fosforilacion disminuye la tasa de disociacion de la
calmodulina unida lo que permite que esta se siga autofosforilando aun si los niveles
de calcio intracelulares disminuyen. Alcanzado un grado de autofosforilacién critico, la
actividad enzimatica se torna independiente de la unién de calmodulina y se dice que
la enzima adquiere actividad autdnoma (aunque su capacidad enzimatica es menor a
cuando hay calcio en la célula y por ende complejo unido) (Hanson et al., 1989, 1994).

Esta enzima presenta dos caracteristicas que hicieron que sea una de las principales
candidatas como mediadora de la respuesta celular luego del ingreso de pulsos de

59



calcio: i) Su capacidad para detectar pequefias variaciones en la concentracion del
calcio intracelular; ii) La particularidad de esta enzima de mantener su actividad
enzimatica aun luego de que el calcio intracelular retorna a su concentracion basal.
Dado que los potenciales de accion involucran pulsos repetidos de calcio y que esta
enzima es predominante cerebral, cobré6 mucha relevancia en su estudio en
mecanismos de memoria y plasticidad sinaptica (Hanson et al., 1994; Coultrap and
Bayer, 2012; Hell, 2014).

CaMKIl'y memoria

La activaciéon del receptor de NMDA a continuacidn de una experiencia
comportamental es un proceso clave para la formacion de la MLT (Gruart et al., 2006).
Esta activacion permite el ingreso de calcio a la neurona el cual se une a calmodulina
para formar el complejo Ca/CaM que es reconocido por multiples enzimas induciendo
asi una cascada de sefalizacién molecular que tiene como principal objetivo remodelar
la estructura sindptica y regular la expresién génica necesarias para la formacién de la
MLT (Giese and Mizuno, 2013). Uno de los principales target de Ca/CaM es CaMKII
(Ataei et al., 2015). En linea con esto, la actividad de CaMKIl aumenta durante la
formacién de MLT (Cammarota et al.,, 1998) y su inhibicién tiene un efecto negativo
sobre esta (Lisman et al., 2002; Elgersma et al., 2004; Irvine et al., 2006; Wayman et
al., 2008; Lucchesi et al., 2011; Coultrap and Bayer, 2012). CaMKII se une a numerosas
proteinas en la PSD, entre ellas NMDA, sinapina 1, F-actina y canales de calcio.
Presumiblemente esta unién sirve para regular su actividad auténoma, su localizacion
y/o transportar otras proteinas a regiones de interés (Lucchesi et al., 2011). CaMKII
también regula el numero de receptores AMPA y su conductancia y promueve el
rapido crecimiento de filopodia dendriticas y formacién de espinas dendriticas

(Lucchesi et al., 2011; Giese and Mizuno, 2013; Ataei et al., 2015).

En cuanto al rol individual de cada una de las isoformas en procesos cognitivos, la
mayoria de los estudios se centraron en la isoforma a y B. El desarrollo de ratones KO
para estas isoformas permitié determinar que ambas son necesarias para la formacién
de MLT y el remodelamiento de la post-sinapsis (Giese and Mizuno, 2013; Lucchesi et
al., 2011). La informacién del rol de las isoformas y y & en procesos cognitivos es
escasa. Los Unicos antecedentes que se conocen para la isoforma y es en humanos, en
donde proponen que esta proteina participaria de la formacién de memoria episddica
(de Quervain and Papassotiropoulos, 2006; de Ligt et al., 2012). En cuanto a la
isoforma §, un estudio del perfil de expresidn génica luego de el entrenamiento al
condicionamiento de miedo aversivo indujo la expresion del gen camk2d a tiempos
comparables a los genes de respuesta tardia (Sirri et al., 2010). En un trabajo reciente
de nuestro laboratorio se observd que el entrenamiento en la tarea de NOR induce la
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acetilacion y unién de NF-kB al promotor del gen y un aumento en su expresién 3hs
después del entrenamiento (Federman et al., 2013).
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Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo general de esta tesis es estudiar la regulacion y expresion de genes que,
por tener secuencias consenso para NF-kB en su promotor y estar de algin modo
vinculados a procesos mnésicos, se proponen como candidatos a ser regulados por NF-
kB durante la consolidacién de la memoria de largo termino (MLT).

Los objetivos particulares son:

¥ Estudiar si NF-kB regula la expresion de los genes de respuesta temprana BDNF
y ZIF268, y el gen de respuesta tardia, CaMKII§, durante la consolidacién de la
memoria de reconocimiento de objetos en el hipocampo de ratén.

¥ Estudiar la expresidn y el rol de los productos codificados por estos genes en
procesos que afectan la formacidon de la memoria de reconocimiento de largo
término en el hipocampo de ratén. En el caso de CaMKII§, también se estudiara
su expresion y rol en el mantenimiento de la memoria de reconocimiento de
objetos de largo término.

¥ Estudiar cambios epigenéticos en el promotor de CaMKII& de neuronas del
hipocampo, inducidos por el entrenamiento al paradigma NOR.

Las hipétesis son:

1. El entrenamiento al paradigma NOR induce la expresion proteica de los genes
de respuesta inmediata BDNF y Zif268 y NF-kB regula este proceso.

2. NF-kB regula la expresion del gen de respuesta tardia CaMKII6.

3. BDNF y ZIF268, al ser codificados por genes de respuesta inmediata, participan
de procesos que afectan la formacion de la MLT mientras que CaMKII§, que es
codificado por un gen de respuesta tardia, participa de procesos que afectan
componentes vinculadas a la persistencia de esta MLT en el tiempo.

4. Laformacion y mantenimiento de memorias persistentes viene acompafiado de
cambios en el posicionamiento nucleosomal en sitios claves para la regulacién
de la expresion génica.

El modelo animal elegido es el ratdn de la especie mus musculus. Este modelo
presenta caracteristicas que facilitan su manipulacién e intervencién
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farmacoldgica. Ademas es uno de los modelos mas estudiados en el area de las
neurociencias, ya que se cuenta con un amplio conocimiento de su
comportamiento y genética y se dispone de herramientas para el estudio de los
mecanismos moleculares que tienen lugar durante distintos procesos mnésicos.

El paradigma comportamental empleado es el de Reconocimiento de Objetos
Novedosos. En trabajos previos de nuestro laboratorio se han caracterizado, en
esta tarea, los entrenamientos que permiten inducir memorias de largo término de
distinta fuerza y persistencia (Federman et al., 2013).
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111. METODOLOGIA

111.1 SUJETOS EXPERIMENTALES

Para el estudio del rol de NF-kB en la regulacién de BDNF y Zif268 (seccién IV.l) se
utilizaron ratones Mus Musculus de la cepa CF1, machos, de entre 6 y 8 semanas de
edad y de un peso aproximado de 30 a 35 gramos. Los ratones fueron provistos por el
bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias perteneciente a la Universidad de
Buenos Aires (FVET-UBA) en Buenos Aires, Argentina.

Para el estudio de la participacion de CaMKII5 en la formacion y mantenimiento de
memorias persistentes (seccidon IV.Il) se emplearon ratones Mus Musculus de la cepa
C57BL/6, machos, de entre 6 y 8 semanas de edad y de un peso aproximado de 30 a 35
gramos provistos por los bioterios de la Facultad de Ciencias Veterinarias y la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (FVET-UBA y FCEN-
UBA, respectivamente), la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata (FVET-UNLP) y por ultimo el bioterio de la Comisidon Nacional de Energia
Atomica del Centro Atémico de Ezeiza (CNEA-CAE).

Figura Ill.1.1. Sujetos experimentales. A la izquierda se muestra un raton de la cepa CF1 y a la
derecha un ratén de la cepa C57BL/6, empleados en los experimentos de las partes | y Il de la
seccion Resultados, respectivamente.

Los animales fueron alojados en un cuarto de alojamiento, dentro de cajas translucidas
gue contenian un “colchén” de viruta en su interior. Se agruparon de 2 a 5 individuos
por caja, con excepcion de los animales quirdrgicamente canulados que fueron
alojados en forma individual. El agua y la comida fueron provistos ad libitum. Dentro
del cuarto de alojamiento se mantuvo un ciclo de luz/oscuridad de 12hs; las luces se
prendian de 8 a 20hs y se mantenian apagadas de 20 a 8hs. Los experimentos
propiamente dichos se llevaron a cabo en un cuarto de experimentacion, vecino al
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cuarto de alojamiento y fueron realizados durante el ciclo de luz de los animales.
Ambos cuartos se mantuvieron a una temperatura de entre 21y 23°C.

Aspectos Eticos

Los experimentos fueron realizados en concordancia con las regulaciones locales y la
“Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” publicado por el Instituto
Nacional de la Salud (en inglés, National Institute of Health — NIH-) de Estados Unidos
(NIH publication 80-23/96). Los procedimientos experimentales que se detallan a
continuacion cuentan con la aprobacion del Comité Institucional para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio (CICUAL, nimero de aprobacién del protocolo: #29)
perteneciente a la Universidad de Buenos Aires.

111.2 PROTOCOLO NOR

l1l.2A Dispositivo de entrenamiento y evaluacion.

El entrenamiento y la evaluacidn se llevaron a cabo en una arena experimental dentro
de la cual se colocé viruta, de igual caracteristica a aquella empleada en las cajas de
alojamiento, y los objetos segun correspondiera.

En la seccién V.1 la arena experimental empleada consistié en una caja rectangular (30
x 21.5 cm) de PVC rigido espumado de 23 centimetros de alto, mientras que para la
Seccién IV.Il se empled una arena experimental similar pero con paredes de 30 cm (7
cm mas altas). El piso de la caja se cubrid con viruta, pero debajo de esta se colocaron
dos cintas de velcro adheridas al piso que se utilizaron para ubicar v fijar los objetos
gue poseen adherida en su base la cinta de velcro complementaria. En los
experimentos de la seccion IV.l para evitar que los animales salieran de la caja, la parte
superior se tapd con dos tapas de acrilico transparente, cada una cubriendo
aproximadamente la mitad de la caja. Estas tapas se distinguen porque una se
encuentra fijada a la caja con cinta de papel en los bordes mientras que la otra puede
abrirse y cerrarse para permitir colocar y retirar los animales de la caja. Las tapas de
acrilico se colocaron de manera tal de dejar dos ranuras abiertas para permitir la
circulacidn de aire. Los experimentos de la seccidn IV.1l se llevaron a cabo en cajas con
paredes mas altas por lo que no fue necesario emplear las tapas.

Los objetos empleados fueron un par de bloques azules de juguete marca “Rasti” y un
par de vasos de precipitados de 50ml, ambos objetos de tamafio similar, y fueron
ubicados dentro de la arena experimental tal como se muestra en la figura 1l1.2i. Estos
objetos no tienen ninguna significancia natural para el animal ni estdn asociados a
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refuerzo positivo (Hammond et al., 2004). Tanto en la sesidon de entrenamiento como
en la de evaluacion los objetos fueron limpiados con un papel embebido en alcohol 96°
(marca Sanicol) justo antes de colocar al animal en la arena experimental, para evitar
que queden claves olfativas en los objetos.

ENTRENAMIENTO EVALUACION

Figura 11l.2i. Las cajas utilizadas para el paradigma de reconocimiento de objeto novedoso,
conteniendo los objetos. A la izquierda, se observan las cajas con la disposicion de los objetos
en el entrenamiento. A la derecha, las cajas con los objetos en la disposicion para realizar la
sesion de evaluacion.

Las sesiones de entrenamiento y evaluacion fueron filmadas para luego cuantificar el
tiempo de exploracidon de los objetos para cada animal. Para ello se empled una
camara web (marca Logitech, modelo Tessar 2.0/3.7 2MP autofocus) ubicada 30cm por
encima de la arena experimental y conectada a una PC de escritorio. Las grabaciones
se ejecutaron a través de la computadora, usando el programa Logitech Quicktime®.

111.2B Protocolo Comportamental

El protocolo del paradigma de Reconocimiento de Objeto Novedoso o NOR por sus
siglas en inglés, Novel Object Recognition, se basé en el publicado por Noel Federman y
colaboradores (Federman et al., 2013). El mismo consiste en cuatro sesiones que se
llevan a cabo a lo largo de 7 dias consecutivos en todos los casos, excepto en el
intervalo temporal entre el entrenamiento y la evaluacion que varia segun el
experimento en cuestion (ver figura l11.2ii). Todas las sesiones se desarrollaron en el
cuarto de experimentacion y dentro de la misma franja horaria para evitar efectos
circadianos sobre la evaluacién mnésica.

Dia 1y 2: Sesion de Manipulacién o “Handling” (Hdl).
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El animal se coloca en la palma de una mano y luego se lo pasa de una mano a otra
durante 2-3 minutos de manera tal que el animal toma contacto con el
experimentador, se familiariza con éste y, de esta manera, se disminuye su nivel de
estrés al momento de la manipulacion del mismo durante las sesiones de
entrenamiento y evaluacion. La sesion se lleva a cabo una vez al dia durante dos dias
consecutivos.

Dia 3-5: Sesiéon de Habituacion (HAB).

El animal se coloca en la arena experimental sin objetos durante cinco minutos. La
Habituacion se realiza una vez al dia durante tres dias y al igual que la sesién de
Handling, tiene como objetivo disminuir el nivel de estrés del animal a un contexto
novedoso de manera que este no interfiera con la consolidacion de la memoria de los
objetos al momento del entrenamiento (Okuda et al., 2004). Ademas, durante la
sesidon de habituacion el animal aprende informacién espacial del contexto (la arena
experimental y su entorno) y de esta manera este aprendizaje queda temporalmente
separado del aprendizaje de los objetos que tiene lugar durante las sesiones de
entrenamiento y evaluacion.

Dia 6: Sesién de Entrenamiento (TR).

Se coloca al ratén en la arena experimental conteniendo dos objetos idénticos (figura
[1.2i, imagen a la izquierda) y se los deja explorar durante un tiempo fijo. Pasado este
tiempo, el animal es retirado de la arena y devuelto a su caja de alojamiento. Luego se
coloca otro animal en la arena experimental y se repite el proceso. En cada
experimento se procurd que aproximadamente la mitad de los animales fueran
entrenados con los bloques azules y la otra mitad con los vasos de precipitados, para
gue el experimento fuera balanceado y se descartara cualquier tipo de efecto por
preferencia de alguno de los objetos o su localizacion (Hale and Good, 2005). Ademas,
en caso de que hubiera alguna diferencia entre las cajas experimentales, se procuré no
emplear siempre el mismo par de objetos en la misma caja, sino ir alternando entre
tanda y tanda.

Los tiempos de entrenamiento fueron 10 minutos (entrenamiento estandar, “TR”) o 15
minutos (entrenamiento fuerte, “TR”), segun el experimento. La eleccion de estos
tiempos se basé en los resultados previos publicados en Federman et al., 2013, en el
gue demuestra que ambos protocolos inducen la formacidon de una memoria de largo
término, pero que en el caso de los animales que son entrenados durante 15 minutos,
la memoria formada es mas “fuerte” ya que persiste por mas tiempo. En algunos
experimentos se incluyd un grupo de animales control que durante esta sesion fueron
colocados en la arena en ausencia de objetos. Este grupo se denomina “No-TR” y es
un grupo no entrenado que en su lugar recibe una sesidon de habituacién extra y
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extendida a 15 minutos. Este control nos permite distinguir entre los cambios
moleculares y comportamentales producto de la exploraciéon y reconocimiento de
objetos novedosos y aquellos que surgen como consecuencia de la exploracién vy
reconocimiento del contexto.

Dia 7: Sesidn de Evaluacion o Testeo (TS).

Esta sesion tiene lugar 1, 7 o 20 dias luego de la sesion de entrenamiento, segun el
experimento. El animal es colocado durante cinco minutos en la arena experimental
que contiene un bloque azul y un vaso de precipitado (figura Ill.2i, imagen de la
derecha). Uno de estos objetos es idéntico al explorado durante la sesién de
entrenamiento y se lo denomina Objeto Familiar, el otro es un objeto distinto y
desconocido por el animal y se lo denomina Objeto Novedoso; por ejemplo, si el
entrenamiento se llevd a cabo con el par de bloques azules, en la sesion de evaluacion,
el objeto familiar sera el bloque azul y el novedoso, serd el vaso de precipitado. La
ubicacién de los objetos dentro de la caja es la misma tanto en la sesiéon de
entrenamiento como en la de testeo. La localizacién del objeto novedoso fue
intercambiada entre izquierda y derecha entre distintos animales, de manera tal de
evitar preferencias de lugar durante la sesién de evaluacién.

24hs 24hs 24hs

Hdl
7 _3a 7

Figura Ill.2ii. Esquema del protocolo comportamental empleado. En los recuadros de TRy TS
los rectdngulos y cuadrados indican la simbologia que se empleard en la seccidn de resultados
para denotar los distintos tipos de entrenamiento y la sesion de testeo.

Observaciones

! Para evitar la coercidn en la exploracidn de los objetos, el animal es introducido
a la arena experimental mirando al centro de la pared opuesta a aquella vecina
a los objetos de manera que al inicio de la sesidon de entrenamiento se
encuentra equidistante y de espalda a ambos objetos (Antunes and Biala,
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2012). Esta forma de introducirlos se respeta durante la sesién de habituacion
y evaluacion.

La viruta del piso de la arena experimental es re-acomodada entre animal y
animal de manera que cada vez que son introducidos a la arena la viruta sea
homogénea en todo el piso y no hayan marcas visuales distintivas.

Se corroboré que los objetos usados en estos experimentos presentan la misma
tendencia d exploracidon espontdnea, es decir que no hay una preferencia de
uno sobre el otro (ver IV.l.1 y Federman et al., 2013).

111.2C Analisis de Datos

Para cada animal se analizé el tiempo de exploracion de cada uno de los objetos a
partir de los videos grabados durante las sesiones de entrenamiento y evaluacién. Se
establecié como exploracion del objeto a la accidon de orientar la cabeza hacia el objeto
a una distancia no mayor a 2 cm o cuando su nariz toca el objeto. La accidén de subir,
bajar o empujar un objeto no fue considerada una accién de exploracién (Hammond et
al., 2004; Antunes and Biala, 2012; Federman et al., 2013). Para el registro temporal de
exploracién en la primer parte de resultados de la Tesis (experimentos con CF1) se
emplearon dos crondmetros idénticos marca Tressa, cada uno sirvié para cuantificar la
exploraciéon de uno de los objetos en forma manual. Para la segunda parte se
emplearon los cronémetros para PC xNoteTimer (version 1.11).

Durante la sesion de entrenamiento se calculé para cada animal el tiempo total de
exploracién (la suma del tiempo de exploracidon de cada objeto) y se compard este
valor con el tiempo promedio de exploracion del grupo ya que es necesario que todos
los animales a ser considerados a posteriori tengan un comportamiento exploratorio
similar al momento de la adquisicion. Aquellos animales cuyos niveles de exploracion
se encontraban por debajo de dos desvios estdndar del promedio no fueron
considerados para el posterior anadlisis. Aproximadamente 1% de los animales
entrenados presentaron bajos niveles de exploracidén en el entrenamiento y este caso
se dio casi exclusivamente en animales canulados indepndientemente del grupo
experimental al que habian sido asignados.

Durante la sesion de evaluacion para cada animal se determind el tiempo de
exploracién de cada objeto, y se calculd el tiempo relativo de exploracién de cada
objeto, expresado mediante un indice de Discriminacién, 1D%:
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(tnovedoso - tfamiliar)

ID% = x 100

(tnovedoso + tfamiliar)

Donde tnovedoso €S €l tiempo de exploracién del objeto novedoso y tramiiar €5 €l tiempo
de exploracién del objeto familiar, ambos expresados en segundos.

Finalmente se calculé el ID% promedio para cada grupo experimental. Para determinar
diferencias significativas en la memoria de largo término se realizaron las
comparaciones estadisticas correspondientes entre los ID% promedio de los grupos
provenientes de los distintos tratamientos. Por otro lado, se evalué que el tiempo de
exploracidon de cada sujeto no se alejara mas de dos desvios estandar de la media para
su grupo y en los casos de animales que recibieron infusiones intrahipocampales, se
compard el tiempo total de exploracion promedio entre grupos inyectados con
distintas drogas para verificar que ésta no afectara la movilidad y motivacién de los
animales para explorar objetos. Por otro lado, se corroboré que no hubieran
preferencias por uno u otro de los objetos usados y por los lados izquierdo o derecho
de la caja. Para ello, se calculd el IDg (indice de discriminacidn del rasti) e IDi,q (indice
de discriminacion del lado izquierdo) durante la sesién de testeo en animales no
entrenados (No-TR) (secciones IV.1.1y IV.11.2).

111.3 EXTRACCION DE PROTEINAS

Los animales fueron sacrificados por dislocacidn cervical a distintos tiempos luego del
entrenamiento y rapidamente se les removio el cerebro y se realizé una diseccidn para
aislar los hipocampos segun el método descripto por Glowinski e Iversen (Glowinski
and lversen, 1966). Luego de la diseccién los hipocampos se homogeneizaron en un
homogeneizador dounce “Tight”, agregando 250ul de Buffer A (10 mM HEPES pH 7.9,
1.5 mM MgCl,, 10mM KCI, 1ImM DDT, 0.5 ng/ml pepstatina A, 10 ng/ml leupeptian, 0.5
mM PMSF, and 50 ng/ml aprotinina) y bajando el émbolo 7 veces. EIl homogenato
resultante se centrifugd durante 15 minutos a 1000 g. El sobrenadante contiene la
fraccidn citosélica, la cual se transfirié a otro tubo eppendorf y se almacend a -80°C. El
precipitado se resuspendié completamente en 30ul de Buffer B (20 mM Hepes pH 7.9,
1.2 M KCl, 1.5 mM MgCl,, 0.4 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 50% glicerol, 0.5 ng/ml pepstatin
A, 10 ng/ml leupeptin, 0.5 mM PMSF, and 50 ng/ml aprotinin) y se lo incubé en hielo
durante 20 minutos. Luego las muestras fueron centrifugadas otros 15 minutos a
10000 g. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se almacené a -80°C. Todos
los procedimientos se realizaron a 4°C. La cuantificacion de proteinas totales en los
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extractos se realizé por duplicado usando el ensayo de BCA (Pierce BCA Protein Assay
Kit de Thermo Fisher) siguiendo las indicaciones del fabricante.

111.4 CUANTIFICACION PROTEICA DE ZIF268 Y BDNF

l1Il.4A Separacidon de proteinas en funcion de su peso molecular:

Técnica Electroforésis SDS — PAGE

Las proteinas del extracto del punto IIl.3 fueron separadas en funcién de su peso
molecular empleando la técnica SDS-PAGE que se denomina asi por sus siglas en inglés
Sodium Dodecyl Sulfate — Poliacrylamide Gel Electrophoresis. La técnica consiste en
incubar las muestras con SDS y B-mercaptoetanol para desnaturalizar las proteinas
presentes y luego “sembrarlas” en un gel de poliacrilamida que también contiene
pequefias cantidades del detergente SDS para mantener desnaturalizadas las proteinas
y otorgarles una carga negativa uniforme y proporcional a su peso molecular. El gel es
conectado a una fuente de voltaje externa y de esta forma se establece un campo
eléctrico que lleva a que las proteinas migren al polo positivo del gel a una velocidad
proporcional a su peso molecular. El porcentaje de acrilamida:bisacrilmida (29:1)
empleado en el gel resolutivo y de empaquetado fue de 10% y 4%, respectivamente.
Para la preparaciéon de las muestras, se colocaron 20ug de extracto hipocampal en
buffer de siembra 4x (Tris HCl 0.25M pH6.8, SDS 8%, azul de bromofenol 0.1% y glicerol
40% y B-mercaptoetanol 5%) y se agregd agua destilada hasta un volumen final de
20ul. Luego, se incubaron 5 min a 100°C para favorecer la desnaturalizacidon de las
proteinas y transcurrido este tiempo se las colocd inmediatamente en hielo hasta el
momento de siembra. Las condiciones de corrida fueron 90 min a 110V. Transcurrido
este tiempo se electro-transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF (1 h, 100
V) empleando un buffer de transferencia con 10% de metanol agregado para su
posterior analisis por Western Blot.

111.4B Western Blots

Las membranas de PVDF obtenidas en el punto lll.4a se incubaron con anticuerpos
especificos contra las proteinas a cuantificar. El protocolo de incubacién consiste de
varios pasos generales. En primer lugar, la membrana se sumerge en metanol por 1
min, luego en agua destilada y por ultimo en solucién de bloqueo durante una hora a
temperatura ambiente y en agitacién. La solucidon de bloqueo (SB) estd hecha de leche
descremada en polvo diluida al 4% en TTBS (Tris-buffered saline, 0.1% Tween-20) y se
aplica para evitar el pegado inespecifico del anticuerpo a la membrana. Luego se
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incuba la membrana con anticuerpo primario durante toda la noche y en agitacién a
4°C. Al dia siguiente se procede con el lavado del anticuerpo primario de la membrana
(3 lavados en TTBS durante 5-10 min) y a continuacién se la incuba con el anticuerpo
secundario durante 1h a temperatura ambiente. Por ultimo se realizan dos lavados en
TTBS, uno en TBS y se procede con la deteccién de proteinas empleando un método
quimioluminiscente (Luminol Chemiluminescence Kit-Santa Cruz). La emisién de
fluorescencia de las bandas inmunoreactivas fue digitalizada con el equipo FUJIFILM-
Intelligent Dark Box Il empleando el software Image Reader LAS-1000 software o con el
equipo G-BOX que incluye el software de analisis Gene Tools.

Al digitalizarse, la intensidad de las bandas se convierten en densidades dpticas que
luego se analizaron utilizando el programa de PC Image) 1.43u disefiado por el
National Institute of Health (NIH, EEUU). A partir del andlisis de la densidad éptica en
las membranas de los westerns se determind la cantidad de proteina de interés
presente en la muestra relativa a la cantidad total de una proteina que no fuera
afectada por el tratamiento y que se emplea para contemplar la variacién debida a
errores en la cantidad de muestra sembrada en cada pocillo del gel (control d
siembra).

Se emplearon los siguientes anticuerpos primarios disueltos en solucién de bloqueo:
- Anti Zif268 (hecho en conejo), 1:1000, sc-110, Santa Cruz Biotechnology.
- Anti-NF-kB p65 (hecho en conejo), 1:1000, sc-372, Santa Cruz Biotechnology.

- Anti-Lamin B (hecho ne ratén), 1:500, sc56143, Santa Cruz Biotechnology.
Control de siembra nuclear.

- Anti-Actina (hecho en conejo), 1:5000, sc-1616-R, Santa Cruz Biotechnology, o
B-tubulin (hecho en ratén), 1:500, Calbiochem.
Controles de siembra citosdlicos.

Los anticuerpos secundarios empleados fueron:

- Anti-conejo, 1:5000 T-TBS 0.1%, sc-2030, Santa Cruz Biotechnology.
Para anticuerpos hechos en conejo.

- Anti-ratén, 1:5000 T-TBS 0.1%, sc-2005, Santa Cruz Biotechnology.
Para anticuerpos hechos en ratdn.

Estos anticuerpos secundarios se encuentran acoplados a la enzima peroxidasa de
rabanito que induce la fluorescencia del luminol en presencia de agua oxigenada.
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111.5 EMSA-BLOT

Se midio la actividad de union al ADN del factor de transcripcion NF-kB mediante el
Ensayo del cambio en la movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés,
electrophoretic mobility shift assay). La técnica consiste en incubar 10ug de cada uno
de los extractos nucleares con 1.75pmol de un oligonucleétido de ADN doble cadena
(oligoADN) que codifica para una secuencia de unién a NF-kB. La unidn oligoADN-
proteina altera la movilidad electroforética esperada para la proteina libre, lo que
luego permite distinguirlas por electroforesis en geles de acrilamida y posterior
revelado por western blot. La secuencia de ADN doble cadena empleada fue: 5'-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’, donde en negrita se indica el sitio consenso de
unién a NF-kB. La reaccion de incubacion del oligoADN con las proteinas tuvo lugar en
hielo durante 40 minutos. A continuacién, se sembraron las mezclas en un gel de
poliacrilamida (6% de una mezcla acrilamida/bis-acrilamida 29:1), no desnaturalizante
y se dio lugar a la electroforesis en Buffer TBE 0.25% (22.3mMtris, 22.3mM 4cido
bdrico, 0.5mM EDTA, pH 8.3) durante 1.5h a 160V. Las muestras contenidas en el gel
fueron luego transferidas a una membrana de PVDF para su posterior revelado por
Western Blot. La transferencia se realizé durante 30min a 100V usando un buffer de
transferencia con 10% de metanol agregado (Salles et al., 2015).

111.6 EXTRACCION Y ANALISIS DE ARNM

A continuacién se indican los procedimientos que se llevaron a cabo con el objeto de
cuantificar y comparar el ARNm de CaMKIId presente en las muestras del grupo
experimental con el ARNm presente en las muestras del grupo control. A grandes
rasgos, lo primero que se hizo fue extraer el ARN total de cada muestra, luego se
realizd una retrotranscripcion del ARNm presente en estas muestras a cADN, que es
mas estable y finalmente se analizé este cADN mediante la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa en tiempo real (también conocida como Real Time PCR por
sus siglas en inglés). La cuantificacion del cADN de CaMKIId en cada muestra se llevo a
cabo empleando primers especificos y una curva standard realizada con muestras de
concentracion conocida. Dado que la cantidad de cADN sintetizada en la reaccién de
retrotranscripcion es proporcional al ARNm de partida, la cuantificacion por PCR es
indicativa de la cantidad de ARNm presente en la muestra original. La cantidad de
cADN de CaMKIId se normalizé al cADN de Actina que se emplea como control de
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carga y finalmente estos valores se relativizaron al valor promedio del grupo control
(grupo no entrenado o inyectado con droga control segun el experimento).

111.6.A Extraccion de ARN

Los animales fueron sacrificados por dislocacidn cervical a distintos tiempos luego del
entrenamiento y rdpidamente se les removid el cerebro y se realizé una diseccién para
aislar los hipocampos segun el método descripto por Glowinski e Iversen (1966). Los
hipocampos fueron homogeneizados en un homogeneizador dounce “Tight”
conteniendo 1ml de reactivo TRIzol ® (Thermo-Fisher Scientific) (15 golpes). Se aislé el
ARN de los otros componentes celulares basandose en el manual provisto por el
fabricante. El protocolo consté de tres partes; primero se separé el homogenato en
una fase acuosa y otra orgdnica lo que permitié recuperar el ARN de la fase acuosa,
mientras que el resto de los componentes quedaron en la fase organica y en la
interfase. Luego, se precipitd el ARN aislado mediante el agregado consecutivo de
isopropanol y etanol 70%. Finalmente, el ARN se resuspendié en 20ul de agua Milli Q
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) para destruir las enzimas ribonucleasas que
pudieran estar presentes. La concentracion y calidad del ARN extraido se determiné
empleando el espectrofotémetro Nanodrop 2000c (Thermo-Fisher Scientific).

111.6.B De ARNm a cADN: reaccidn de retrotranscripcion.

Se mezclaron 5ug de ARN con 0.5ug de primers Oligo dT, 1ul de una solucidon 10mM de
dNTPs y se llevé a un volumen final de 12 pl con agua DEPC. Se incubd la mezcla a 65°
C durante cinco minutos y luego se procedid con el agregado de 4l del buffer de la
enzima 5xFirst-Strand buffer, 2ul de DTT 0.1M y 0.5ul de la enzima transcriptasa
reversa M-MLV RT (200unidades/ul, Thermo-Fisher Scientific). La mezcla se incubd a
37°C durante 50 minutos para dar lugar a la reaccion enzimatica que sintetiza cADN a
partir del ARNm presente en la muestra original. Transcurrido este tiempo la reaccién
se inactivé incubando la mezcla a 70 °C durante 15 minutos.

111.6.C Analisis por PCR en tiempo real.

El cADN obtenido en el punto anterior se cuantific6 mediante una PCR en tiempo real
que se llevé a cabo en el equipo DNA Engine Opticon® (Bio-Rad). Brevemente, 2ul de
una solucion 1/10 del cADN original se mezclaron con 5ul de Mezcla Real 2X
(Biodynamics) y 3ul de una solucién 3uM de primers especificos para CaMKIId o Actina.
Para calcular la eficiencia de la reaccidn y corroborar que la concentracion de las
muestras se encuentra dentro de la regidon cuantitativa de la PCR, se realizé una curva
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standard para cada par de primers de siete puntos construida a partir de diluciones
seriales al medio de una mezcla del cADN original de todas las muestras a analizar. Los
primers empleados fueron:

- CaMKIll6 (Federman et al., 2013)  Forward 5'-TTCGGACACGGAAAGTGAGG-3’
Reverse 5’-TTCTCACCACTGAGAACGCC-3’
- Actina (Orqueda et al., 2014) Forward 5’-CCACACCCGCCACCAGTTC-3’

Reverse 5'-GACCCATTCCCACCATCACACC-3’

Ambos pares de primers fueron disefiados para amplificar regiones que se encuentran
entre dos exones distintos y asi asegurarse de estar amplificando cADN proveniente de
ARN maduro (ARNm).

Los valores de cADN de CaMKIId para cada muestra fueron normalizados a los valores
de cADN para Actina y expresados relativos al promedio del grupo control en cada
caso.

I111.7 CIRUGIA E INFUSION DE DROGAS

Para la infusion de diversos agentes en el hipocampo los ratones fueron sometidos a
una cirugia en la cual se le implantaron unas canulas-guia (23G de diametro, 8mm de
largo) dirigidas a la regién CA1 del hipocampo dorsal. Este procedimiento quirdrgico se
denomina canulacion. El primer paso en la canulacion, consistié en anestesiar a los
ratones mediante una inyeccidn intraperitoneal de una mezcla de
ketamina/clorhidrato de xilacina (80 pul de ketamina 5% p/v y 10 ul de clorhidrato de
xilacina 20 mg/ml). Luego se colocé al animal en un aparato estereotdxico. Este
dispositivo permite orientar y fijar la cabeza del ratén y utiliza un sistema de
coordenadas tridimensional para colocar pequenas estructuras, como una cadnula-guia,
dentro del cerebro del animal en las coordenadas espaciales deseadas. A continuacién,
se cortd el cuero cabelludo de manera tal de dejar expuesto el craneo y se ubicé el
bregma (Figura l1.7iA). El bregma es el punto de unién de las suturas sagital y coronal
del craneo y se emplea como punto de referencia a partir del cual uno se desplaza en
el eje anterior-posterior (AP), el eje dorsal-ventral (DV) y el eje lateral-medial (LM).
Segun el atlas estereotaxico de ratén publicado por Paxinos y Franklin (Paxinos and
Franklin, 2004), la regién dorsal del hipocampo se encuentra en las coordenadas AP -
1.9, ML £1.2 y DV 1.2, estos valores se refieren a milimetros de desplazamiento desde
el bregma en cada uno de los 3 ejes. El crdneo del animal fue perforado en las
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posiciones AP y ML indicadas (Figura 1ll.7iB), ndétese que las perforaciones son
bilaterales), y luego se colocaron las canulas a la altura DV necesaria. Las canulas
fueron fijadas al cerebro primero con pegamento “La gotita®” y luego con acrilico
dental HydroC. La figura 1ll.7iC muestra un animal canulado. Los procedimientos
conductuales se iniciaron luego de dos dias de recuperacion. La localizacién
neuroanatémica de las canulas se chequeo al final de cada experimento
comportamental. Para ello, los animales fueron sacrificados y sus cerebros fueron
extraidos cuidadosamente y fijados con una soluciéon de paraformaldehido (PFA) al 4%
en buffer fosfato luego, con un vibratomo se cortdé el cerebro en rodajas de
aproximadamente 200 um y se analizaron los cortes en un microscopio Optico
acoplado a una camara fotografica (Figura IIl.7ii). Los animales con cdnulas no
posicionadas en el hipocampo dorsal no fueron considerados en el posterior andlisis.

v

Figura IIl.7i. Distintos pasos en el procedimiento de canulacion. A. Ratdn ubicado en el
estéreotdxico con el craneo expuesto. La flecha indica el punto Bregma que fue utilizado como
referencia. B. Se muestran los agujeros en los que se ubicaron las cdnulas. C. Foto de un animal
canulado.

< 3 2 1 0 : : ] .

e Ubicacién de la canula derecha

g ‘ ' l Infusion de droga

Figura Ill1.7ii. Diagrama de un corte coronal del atlas del cerebro de raton (izquierda) acoplado
a una imagen que muestra el corte coronal de un cerebro de raton canulado (derecha). Las
flechas sefialan la marca que indica que alli se ubicé una de las cdnulas (se espera la misma del
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lado izquierdo aunque nos e muestre) y la infusion de la droga, que fue bilateral y dirigida a la
region CA1 del hipocampo dorsal.

Dispositivo de infusion.

Las infusiones intrahipocampales se realizaron a distintos tiempos luego del
entrenamiento segln se indica en cada experimento. Las drogas empleadas se
administraron a través de una aguja de 30G y 9 mm de didmetro que se introduce en
las canulas guia. La aguja se conecta por medio de un tubo de goma a una jeringa
Hamilton que permite administrar drogas en cantidades micrométricas. En todos los
casos, se administré 1ul de droga de manera bilateral.

111.8 DROGAS

111.8.A NF-kB Decoy: Inhibidor de la actividad de NF-«xB.

Para inhibir la actividad de union al ADN del factor de transcripcion (FT) NF-kB, se
administrdé por via intrahipocampal (seccion anterior, 111.7) la droga NF-kB Decoy que
es un oligodexinucleétido doble cadena que contiene la secuencia consenso de union a
NF-kB. Por lo tanto, este oligodeoxinucleétido “secuestra” a dicho FT y no permite que
se una al ADN. Como droga control se empleé un oligodeoxinucleétido de iguales
caracteristicas pero con una base mutada de manera tal que este oligo no interacciona
con NF-xB.

Decoy: 5’-GAGGGGACTTTCCCA-3’; secuencia consenso en negrita. (Bio-Synthesis Inc).
mbDecoy: 5'-GAGGCGACTTTCCCA-3’; base mutada subrayada. (Bio-Synthesis Inc).

Ambos fueron disueltos en solucién STE (10 mM Tris pH 7,5-8; 50 mM NaCl; 1 mM
EDTA). Tanto el Decoy como el mDecoy se utilizaron en una concentracion de 0.47
ug/ul y la dosis inyectada en cada hipocampo equivale a 0.26 pmol (Freudenthal et al.,
2005; Boccia et al., 2007).

111.8.B Oligodeoxinucledtidos modificados complementarios a
ARNmM. Inhibicién de la expresidn proteica.

Para inhibir la expresion proteica de ZIF268 y CaMKIIdO se emplearon
oligodeoxinucledtidos complementarios (OC) a una porcion del ARNm de la proteina
cuya expresidon se desea bloquear. La hibridizacidon de este oligo con el ARNm nativo
puede inhibir la sintesis de la proteina en cuestidon principalmente por dos vias:
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induciendo la degradaciéon del ARNm mediante la ribonucleasa H o bloqueando la
traduccién ribosomal (Scanlon et al., 1995) (Figura 111.8i). Como droga control se
empled un oligodeoxinucledtido que posee las mismas bases que el OC pero
ordenadas de manera aleatoria y que no tiene ninguna homologia significativa con
otros ARNms de la especie Mus Musculus, a este oligo control lo denominaremos
oligodeoxinucledtido aleatorio u OA. Ambos oligonucledtidos poseen sus primeras y
Ultimas tres bases unidas por enlaces covalentes fosforotiolados lo que le confiere
mayor estabilidad a la degradacidén enzimatica en relacidn a un oligo convencional que
tiene sus bases unidas por enlaces fosfodiéster. En rata, la infusién de oligonucledtidos
fosforotiolados en sus primeras y Ultimas tres bases permanece en la célula hasta 5hs
post-infusion, pero a las 24hs ya no se observa (Katche et al., 2010). En algunos casos
la bajada de proteinas se ve hasta 4 y 6 hs post infusién (Katche et al., 2012b) y 6hs
(Bekinschtein, 2007).

Oligonucleoétido complementario (OC)

Degradacién del

—» ARNm mediada =~ —~—=—=x— ‘ ARNmM
por RNAsa H

_’:I'raducfcién
impedida - ‘ Proteina

Figura 111.8i. Mecanismo de accion de los oligonucledtidos complementarios a ARNm .

Inhibicion de ZIF268.

Para inhibir la expresién proteica de ZIF268 se administré un OC que fue disefiado
anteriormente y empleado en ratas (Lee et al.,, 2006; Katche et al.,, 2012b). La
secuencia del oligo es complementaria a una regién del ARNm de Zif268 que se
encuentra cerca del sitio de inicio de traduccion (Nimero de acceso GenBank NM
007913.5, bases 362—379).

Zif 268 OC: 5' G-G-T-AGTTGTCCATGG-T-G-G 3’ (Genbiotech S.R.L.)
Zif268 OA: 5' G-T-G-TTCGGTAGGGTG-T-C-A 3’ (Genbiotech S.R.L.)

En la seccidn VII.1 se muestran los estudios de complementariedad de ambos
oligonucledtidos a los transcriptos de la especie Mus Musculus. Este andlisis se llevd a
cabo para corroborar que el OCy el OA no interifirieran con la expresion de otros
genes.
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Inhibicion de CaMKlIo.

Los oligodeoxinucleétidos fueron disefiados siguiendo las recomendaciones del manual
provisto por Integrated DNA Technologies (IDT), usando la herramienta online
OligoAnalyzer 3.1 de IDT, que brinda informacidén termodinamica sobre la estabilidad
del oligo disefiado, y verificando que el OC fuese especifico para el ARN mensajero de
CaMKIId y que el OA no se uniera significativamente a ningin ARNm (ver VI1.2).

CaMKlIl60C: 5" C-T-T-TCCGAGCTCCTCAA-A-G-A 3’ (Genbiotech S.R.L.)
CaMKIl6 OA: 5" C-A-T-TCACTCACGTTACG-A-G-C 3’ (Genbiotech S.R.L.)

En todos los casos, los oligos fueron re-suspendidos en solucidn salina estéril a una
concentraciéon de 1nmol/ul y se inyectd 0.4nmol o 1nmol por lado, segun el
experimento. Para el estudio del efecto comportamental de la inhibicidon de ZIF268 se
agregod un grupo control inyectado con salina (vehiculo).

111.9 ANALISIS DE POSICIONAMIENTO NUCLEOSOMAL EN LOS
sITIOS KB Y SIT DEL GEN DE CAMKIIJ

Para estudiar la presencia de nucleosomas en las regiones que contienen la secuencia
consenso del FT NF-kB (sitio kB) y la secuencia de inicio de la transcripcion del gen
(SIT), se llevo a cabo el Ensayo de Nucleasa Micrococcal, una técnica que permite
cuantificar la cantidad de ADN formando parte de nucleosomas dentro de estas
regiones (Figura I11.9i).

promotor de camk2d gen camk2d

1 . ) .
—r -— > -—
27 ..
Sitio xB 52”-

Hidrolisis de ADN no unido a
nucleosomas mediante la enzima
Mnasa (nucleasa micrococal)

PR LT

- Digestion proteica de los nucleosomas

- Extraccion y purificacion del DNA

TN
\/\/-\ Fragmentos de ADN de
\/\/\.':—-—-\/\ aproximadamente 150 pb

PCR en tiempo real usando primers
especificos para analizar las regiones del

sitio xB y del SIT y comparacion con el
grupo No-TR.

Grado de ocupacion nucleosomal en los sitios <BE y SIT

Figura 111.9i. Procedimiento experimental involucrado en la determinacion del grado de
ocupacion nucleosomal en los sitios kB y SIT.
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111.9A Ensayo de Nucleasa Micrococcal

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical a diferentes intervalos después
de un entrenamiento NOR. Sus cerebros se retiraron rapidamente y ambos
hipocampos fueron disecados y almacenados a -80°C. Para el aislamiento de los
nucleos, el tejido del hipocampo se homogeneizé con 3 ml de Buffer 1 (0.3M Sacarosa
en 60mM KCI, 15mM NaCl, 5mM MgCl,, 0.1mM EGTA, 15mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5mM
DTT, 0.1mM PMSF y 3.6ng/ml de Aprotinina) utilizando un homogeneizador de teflon-
vidrio (15 golpes). Luego, se centrifugaron las muestras (1000 rpm, 10 min, 4°C) y se
resuspendieron en 1 ml de Buffer 1 y 1 ml de Buffer 2 (Idem al Buffer 1 pero con 0.4%
v/v de IGEPAL CA-630); estos pasos inducen la lisis de la membrana celular y la
liberacion de los nucleos de las neuronas. Los nlcleos se separan entonces de los
componentes citosdlicos por centrifugacién en colchdn de sacarosa utilizando Buffer 3
(Idem al Buffer 1 pero con 1.2M de sacarosa). Los nucleos se recogieron de la parte
inferior del tubo, se resuspendieron en 500 ul de Buffer de Digestidn y se incubaron
con la enzima nucleasa micrococcal (MNasa) que digiere ADN no unido a nucleosoma.
Para aislar el ADN de los nucleosomas se llevd a cabo una extraccién con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico. Por ultimo, el ADN se precipitd de la fase acuosa
utilizando etanol, glicogeno y acetato de sodio 3 M y se resuspendié en 30 ul de agua
MilliQ. Dado que el estudio requiere que la digestion con la MNasa sea completa, es
decir que digiera todo el ADN hasta quedarnos con mononucleosomas, se verificé que
los fragmentos de ADN recuperados tuvieran aproximadamente 147pb (figura 111.9ii).

pb Marker DNA digerido

200
100

Figura I1.9.ii. La digestion con MNasa degrada el ADN hasta dejar mononucleosomas de
aproximadamente 147 pb. Gel de agarosa tefido con bromuro de etidio. En la calle de la
izquierda se sembré el marcador de peso molecular del ADN y en la de la derecha una muestra
del ADN resuspendido al final del proceso.

111.9.B. Ocupacion Nucleosomal en los sitios kB y SIT: analisis por
PCR en tiempo real.

ElI ADN de los nucleosomas se analizé por PCR cuantitativa en tiempo real de forma
andloga al punto I11.6.C.
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Los primers empleados para amplificar las regiones de interés fueron:
- SIT de CaMKIl6
Fwd 5-CGGGGAGAGGAGGGAGGAG-3’
Rvse 5-CCGCAAGGCTGGGAACCC-3’
- Sitio kB de camk2d:
Fwd 5-GCACTTTTGGGTTTCATTATGTTAG-3"
Rvse 5-CGTCTTCGCCCTTCTCTCC-3’
- Sitio kB del gen grial (codifica para la subunidad del receptor de Glu-A1 AMPA):

Fwd 5 -TATGCCTTTCTCACAGTCTTTC-3’
Rvse 5-ATTATTCCTACAACTAATTCCCAAG-3’

- Sitio kB del gen grin2a (codifica para el receptor de la subunidad NMDA
NR2Ag1):

Fwd 5°-TGCTGAGGTCATCATCCC-3’
Rvse 5°- TAATATACTTCTGGCTTCAATGC-3’

Estos primers fueron disefiados de-novo empleando el software Beacon Designer y
corroborando su especificidad mediante la herramienta online PrimerBlast del NCBI,
NIH, USA. Como parte de la puesta a punto de las PCRs, se analizaron los productos
obtenidos al final de la reaccién en gel de agarosa teiiido con bromuro de etidio y se
corrobord que el tamaio del producto amplificado coincidiera con el esperado en cada
caso.

Ademas, para normalizar estos valores a la cantidad de ADN total de partida, en cada
caso se realizaron reacciones de PCR en paralelo empleando primers para una
secuencia dentro del gen de fibronectina que se supone contiene nucleosomas que no
se ven afectados por la experiencia comportamental del animal . Luego de normalizar
los resultados de cada muestra a los valores de fibronectina, se calculé el valor
promedio para cada grupo relativo al promedio del grupo No-TR en cada caso.

111.10 INMUNOFLUORESCENCIA

Para estos experimentos se emplearon ratones Naive CF1 o C57BL/6 o transgénicos
Thyl (Tg Thyl-EGFP MlIrs/) -http://jaxmice.jax.org/strain/007788.html-), segun se
indique. Todos los ratones empleados fueron machos y de entre 6 y 8 semanas de
edad. Los ratones fueron profundamente anestesiados con ketamina / xilazina y
perfundidos transcardiacamente con solucidon salina, seguido de 4% de
paraformaldehido (PFA) en Buffer Fosfato 0.1M (PB). Se extrajeron los cerebros y se
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fijaron posteriormente durante 6 hs en 4% PFA en 0.1M PB (4°C) y se transfirieron a
10% de sacarosa hecho en Buffer Fosfato-Salino (PBS, 4°C, toda la noche- en inglés
Over Night - ON ), luego a 20% de sacarosa en PBS (4 ° C, O.N.), y finalmente a 30% de
sacarosa en PBS (4°C, ON). Los cerebros se cortaron en secciones coronales de 40 um
empleando un criostato, y fueron almacenados en solucién criopreservadora hasta su
uso.

111.10A. Incubaciones

> ZiF268.

Se trabajé con cortes coronales de animales CF1l. Las secciones del cerebro se
permeabilizaron con 1% de Tritéon X-100 PBS durante 5 min a temperatura ambiente
(TAmb), seguido de 3 incubaciones en 0.3% de Triton X-100 PBS (solucidn de lavado). A
continuacion, se bloquearon las secciones en 2.5% de suero de cabra normal no
inmune (50197Z; Invitrogen) preparado en 0.3% de Tritén X-100 PBS durante 1 hora a
TAmb. Luego se emplearon tres protocolos de incubacién en paralelo (4°C, ON):

- Se realizd una incubacién con una solucién conteniendo el anticuerpo primario
para Zif268 pre-adsorbido con el péptido empleado como antigeno para el
anticuerpo. La pre-adsorcidn se llevd a cabo incubando el anticuerpo con el
péptido en una cantidad 20 veces mayor en peso que el anticuerpo durante 30
min a Tamb.

- Otraincubacidn se realizé con anticuerpo primario anti-Zif268 hecho en conejo
(1: 200 en 2.5% de suero de cabra normal hecho en 0.3% de Tritédn X-100 PBS,
sc-110, Santa Cruz Biotechnology) conteniendo BSA en una cantidad molar
equivalente a la del péptido del punto anterior. Este agregado se efectua para
corroborar que la unién del péptido a la cantidad empleada no sea inespecifica.

- Se corroboré que la marca inmunofluorescente observada fuera del anticuerpo
primario y no del pegado inespecifico del secundario, realizando en paralelo el
mismo protocolo de incubacién en otras rodajas pero en lugar de incubar ON
con anticuerpo para Zif268, se dejé ON en la solucién de incubacién sin
anticuerpo..

Finalizada la incubacidon, se realizaron tres lavados con solucidon de lavado y se
incubaron los cortes con anticuerpo secundario diluido en 2.5% de suero de cabra
normal no inmune, durante 1.5 h a TAmb (1:250, anti-conejo hecho en cabra
conjugado con Alexa Fluor® 488nm, Thermo Fisher Scientific). Luego, se lavaron 3 veces
con PBS, y se montaron en porta-objetos de vidrio empleando un medio que contiene
loduro de Propidio (F5932, Sigma-Aldrich), que se une a las hebras de ADN,
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permitiendo visualizar los nucleos. El loduro de propidio absorbe en el verde y emite
en el rojo (picos maximos de absorcidn y emisién: 520 nm y 620 nm, respectivamente).

> Estudio de localizacion de CaMKIId en dendritas.

Para la localizacién de CaMKII& en dendritas, se utilizaron secciones de cerebro de
ratones Thyl. Las secciones del cerebro se permeabilizaron con 1% de Tritén X-100
PBS durante 5 min a temperatura ambiente (TAmb), seguido de 3 incubaciones en
0.3% de Tritén X-100 PBS (solucion de lavado). A continuacién, se bloquearon las
secciones en 2.5% de suero de cabra normal no inmune (50197Z; Invitrogen)
preparado en 0.3% de Tritdon X-100 PBS durante 1 hora a TAmb, y posteriormente se
incubaron con anticuerpo primario anti-CaMKII6 hecho en conejo (4°C, ON; 1: 200 en
2.5% de suero de cabra normal hecho en 0.3% de Triton X-100 PBS, cat.no.:A010-56AP,
Badrilla®). Después de 3 pasajes de solucidn de lavado, las secciones se incubaron con
anticuerpo secundario diluido en 2.5% de suero de cabra normal no inmune, durante
1.5 h a TAmb (1:250, anti-conejo hecho en cabra conjugado con Alexa Fluor® 594nm,
Thermo Fisher Scientific). Luego, se lavaron 3 veces con PBS, y se montaron en porta-
objetos de vidrio empleando el medio de montaje Vectashield (H-1000; Vector
Laboratories®). Para corroborar que la marca inmunofluorescente observada fuera del
anticuerpo primario y no del pegado inespecifico del secundario, se repitido el mismo
protocolo de incubacion en otras rodajas pero en lugar de incubar ON con anticuerpo
para CaMKII5, se dejo6 ON en la solucién de incubacién. Luego se compard la
inmunofluorescencia emitida por ambos al microscopio confocal (ver 111.10.B).

> Estudio de localizacion de CaMKII6 en sinapsis.

Para la localizacion de CaMKII6 en sinapsis, se utilizaron secciones coronales de
cerebro de ratones Thyl y se siguid un protocolo de incubacién similar al anterior. La
diferencia es que en este caso, luego de la incubacién con CaMKII5, se realizaron los
lavados correspondientes y se incubd O.N. con anticuerpo anti-vGlut-1 hecho en ratén
(1:200 en solucién de incubacién, cat. No. AB5905, EMD Millipore Corporation). Luego
se realizaron 3 pasajes en solucion de lavado y se incubd con anticuerpo secundario
(1:250 en 3%BSA en PBS, anti-ratén hecho en burro conjugado con citocromo 5 —Cy5-,
ab6563, Abcam). Finalmente, se realizaron 3 lavados con PBS y se montaron en porta-
objetos como en el caso anterior. En forma paralela, se realizaron dos incubaciones
“control” para corroborar que no hubiera pegado inespecifico entre los anticuerpos
primarios y secundarios y que no estén absorbiendo ni emitiendo a las longitudes de
onda que les corresponden a los otros anticuerpos secundarios. Por ejemplo, nos
interesa asegurarnos que, al visualizar CaMKII§, los anticuerpos empleados para
detectar vGlut-1 no absorban ni emitan significativamente en las longitudes de onda
con las que se trabaja en este caso, del mismo modo, nos interesa que el anticuerpo
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secundario para CaMKIIS no se esté pegando inespecificamente ni al tejido ni a alguno
de los otros anticuerpos. Lo mismo tenemos que asegurarnos cuando queremos
visualizar vGlut-1. Para resolver esta cuestion, en una de las incubaciones se llevd a
cabo el mismo protocolo de incubacidn sin agregar anticuerpo contra CaMKII§, y en la
otra se incubd tal cual sin agregar el anticuerpo para vGlut-1. Luego se compararon los
patrones de fluorescencia de la incubacién original (con anti-CaMKII§ y anti-vGlut-1)
con la de cada uno de sus controles (ver 111.10.B).

> Estudio de localizacion de CaMKIIé en el nicleo.

En este caso, se trabajé con cortes coronales de animales C57BL/6Naive. El protocolo
de incubacién fue similar al llevado a cabo para el estudio de localizacién en dendritas,
pero en este caso el anticuerpo secundario empleado absorbe en el azul y emite en el
verde (anti-conejo hecho en cabra conjugado con Alexa Fluor® 488nm). La diferencia
radicé al momento de montar los cortes en el porta-objetos. En este caso, se
montaron en un medio que contiene loduro de Propidio (F5932, Sigma-Aldrich), que se
une a las hebras de ADN, permitiendo visualizar los nucleos. El loduro de propidio
absorbe en el verde y emite en el rojo (picos maximos de absorcién y emisién: 520 y
620 nm, respectivamente). Se corrobord que la marca inmunofluorescente observada
fuera del anticuerpo primario y no del pegado inespecifico del secundario, realizando
en paralelo el mismo protocolo de incubacién en otras rodajas pero en lugar de
incubar ON con anticuerpo para CaMKII5, se dejé ON en la solucién de incubacion sin
anticuerpo.

111.10B. Visualizacion al microscopio confocal.

Los cortes anteriores fueron visualizados en un microscopio confocal Olympus FV300.
La toma de imagenes se realizd con el software del microscopio, y en todos los casos
se llevd a cabo en forma secuencial, es decir que se tomaron imagenes para cada uno
de los componentes fluorescentes por separado, pero uno a continuaciéon del otro.
Para el estudio en dendritas, durante la toma de imagenes se empled primero el laser
de Helio-Nedn (594nm) para visualizar la emisién de la marca de CaMKIIé y luego el
laser de Argdn (488nm) para visualizar la emisién de GFP. Para el estudio en sinapsis se
empled primero el laser Helio-Nedn (633) para visualizar la marca de vGlut-1, luego el
laser de Helio-Nedn (594nm) para visualizar la emision de la marca de CaMKIIS y por
ultimo el laser de Argdn (488nm) para visualizar la emisidon de GFP. Para los estudios de
localizacion nuclear se empled primero el laser de Helio-Nedn (594nm) para visualizar
la emisién de la emisidon de loduro de Propidio y luego el laser de Argdn (488nm) para
visualizar la marca de Zif268 o CaMKII5, segun el experimento. En cada uno de los
estudios y para cada una de las marcas a analizar, se realizé una primera visualizacién
rapida de los cortes y se definieron los parametros dépticos éptimos (intensidad vy
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potencia del laser, fotomultiplicador, ganancia, umbral y apertura confocal) que se
mantuvieron fijos a lo largo de toda la sesién de toma de imagenes. Los filtros de los
canales de deteccidn fueron elegidos de manera apropiada en cada caso. Los objetivos
empleados fueron UPLFL20x (apertura confocal 1.0) y PLAPO60x (apertura confocal
2.0) segun se indique a continuacion. En los casos en los que se empled el objetivo 60x,
se agregd una gota de aceite de inmersion (Olympus) sobre el cubre-objetos. Por cada
imagen tomada (en cada plano), se realizé un escaneo por duplicado y se aplicé el
filtro Kalman que disminuye el ruido. En primer lugar, en cortes incubados para el
analisis en dendritas, se estudié la presencia de CaMKIId en las regiones CA1, CA2 y
CA3 del hipocampo empleando una lente-objetivo de 20x y un zoom 1.5x. No se
realizaron analisis en el giro dentado ya que en esta zona la marca GFP de neuronas de
animales Thy-1 es muy intensa y se superpone con la de distintas neuronas vecinas,
por lo que no es posible distinguir la morfologia de una neurona individual. Luego, se
estudio su presencia en dendritas empleando una magnificacidon 60x y un zoom 1.5x.
Para este estudio se realizaron “stacks” de imagenes, es decir que se tomaron
aproximadamente 50 imagenes en distintos planos del eje z, separados una distancia
de 0.2um entre si. Las imagenes para el estudio en sinapsis se llevd a cabo con el
objetivo 60x y un zoom 8x. Nuevamente se realizaron “stacks” con una distancia entre
planos de 0.2 um. Por ultimo, para los estudios de localizacion nuclear, se empled un
objetivo 60x y zoom 1x. Se tomaron aproximadamente 20 imdagenes en distintos
planos del eje z, separados una distancia de 0.5um entre si. A continuacioén, se
procesaron las imagenes utilizando el software ImageJ 1.48v.

111.10C. Analisis de imagenes.

En primer lugar, en todos los casos, se corrobord que las incubaciones “control”, es
decir en ausencia de alguno de los anticuerpos primarios, no emitieran fluorescencia
gue pudiera interferir con la marca especifica que se desea analizar. Luego, dado que
la fluorescencia en estos casos no suele ser nula, sino que tiene un valor bajo y
uniforme a lo largo de toda la imagen, se midid la intensidad promedio en un
rectangulo y se le resté esta intensidad a las imagenes que serian analizadas en cada
caso, ya que se considera que esta sefial es “de fondo”.

> Estudio de localizacion en dendritas.

El estudio se llevd a cabo sobre dendritas que denominamos “principales”, es decir
aquellas a partir de las cuales nacian ramificaciones hacia dendritas mdas pequefias.
Esto se decidid asi por el hecho de que las dendritas ramificadas poseen una alta
relacion espinas/area lo que dificulta mucho separar la marca de la espina de la
dendrita propiamente dicha. Las dendritas principales son mds voluminosas y las
espinas presentes en ellas son menores. Habiendo identificado la dendrita, se eligieron
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tres regiones, a lo largo de la misma, sobre las cuales se analizaron los perfiles de
fluorescencia de GFP y de CaMKII6 (intensidad dentro de la dendrita). El perfil de
fluorescencia de GFP permitio delimitar los bordes de la dendrita en cada caso (ver
curva verde en el grafico de la figura IV.Il.6). Luego se sumé la intensidad de
fluorescencia en cada punto dentro de la dendrita y se obtuvo asi la intensidad de
fluorescencia (en unidades arbitrarias) total dentro de la dendrita. En muchos casos
estas regiones se encontraban en distintos planos en el eje z. Como control se eligieron
otras tres regiones, de igual drea, que se encontraban fuera de la dendrita pero cerca
de ella y se midid el perfil de fluorescencia de CaMKII&. Luego se calculd la intensidad
total dentro de un area equivalente a la empleada para el calculo dentro de la
dendrita, y de este modo, se calculd la intensidad total fuera de la dendrita. Luego se
calculé la relacion de la intensidad de CaMKII6 dentro y fuera de la dendrita
(igentro/ifuera). A continuacion, se tomaron estos tres valores de igentro/ifuera, S€ calculd un
valor promedio y a partir de este se construyé un intervalo de confianza (t s/2,,=3.182)
para el valor de esta relacién (se supuso que estos valores siguen una distribucién
normal). Si el intervalo de confianza se encontraba por encima de 1, consideramos que
esa dendrita contenia CaMKII6 en su interior, de lo contrario concluiamos que, al
emitir una intensidad de fluorescencia equivalente a la observada en regiones
aleatorias, no contenia CaMKIId en su interior.

> Estudio de localizacién en sinapsis.

En primer lugar, realizando la superposicidén entre imagenes que revelan la marca de
GFP y la de vGlut-1, se identificaron sinapsis donde las terminales pre y post-sinapticas
pudieran diferenciarse correctamente en funcién de su perfil de fluorescencia (en
varios casos la pre y la post se superponia, en otros casos no se observaba terminal pre
sindptico-puede que no fuera una sinapsis excitatoria- y en otros, se dificultaba
distinguir la espina de la dendrita). Tal como se observa en el gréfico de la figura
IV.I1.6iii, trazando un rectangulo y obteniendo el perfil de fluorescencia
correspondiente, las formas de las curvas de GFP y vGlut-1 permiten delimitar ambos
compartimentos. Luego, se evalud la intensidad de fluorescencia de CaMKII6 en cada
uno de estos (pre y post) y, en forma analoga a lo realizado en el estudio en dendritas,
se calculd la relacion ipre/ipost para cada espina estudiada. Dado que en muchos casos el
area de la pre- y la post- no era la misma, se aplicé un factor, f, que corrige la
intensidad de fluorescencia en funcién del area relativa entre ambos compartimentos.
De este modo, el célculo final realizado fue: (ipre/ipost)- f, donde f= Npost/Npre, ¥ N €5 la
cantidad de puntos sobre los cuales se sumé la intensidad de fluorescencia en cada
compartimento. Luego, para decidir si CaMKII5 se encuentra mayoritariamente en la
pre, en la post, o de manera equitativa en ambos, se adoptd el siguiente criterio: si el
calculo de la relacidon anterior para la sinapsis en cuestion da 1.0, se considera que se
encuentra equitativamente en ambos. Si es igual o mayor a 1.1 se encuentra
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predominantemente en la pre, y si es igual o menor a 0.9, se encuentra
predominantemente en la post. Una de las limitaciones de esta metodologia es que
solo permite estimar un valor relativo entre ambos compartimentos, es decir que
determina que se encuentra predominantemente en un compartimento pero no nos
indica que no esté en el otro. Este inconveniente surge del hecho de que en las
imagenes tomadas, no hay una regidon en la que uno pueda asegurar que no hay
CaMKII6 y que pueda emplearse como valor de referencia. Sin embargo, el analisis
visual del perfil de fluorescencia de CaMKII§ en relacién al de vGlut-1 y al de GFP,
indica que en la mayoria de los casos, CaMKII6 se encuentra en uno u otro
compartimento, es decir que la relacién calculada es una buena aproximacion de su
presencia en uno u otro compartimento, y no meramente una relacidon de intensidad
entre ambos.

> Estudio de localizacion en nucleo.

De manera analoga a lo realizado en los casos anteriores, se eligieron varias neuronas
al azar de distintos cortes, y en cada una se trazé un rectangulo que contuviera al
nucleo. Luego, se determind el perfil de fluorescencia y se estimé la intensidad de
fluorescencia dentro del ndcleo. A continuacién, se repitié este procedimiento sobre
un rectangulo de igual drea ubicado en una regién en la que no hubieran nucleos, pero
gue estuviera cerca de la regién analizada. Nuevamente, se midid la intensidad de
fluorescencia en un area equivalente y se calculd la relacion igentro/ifuera- A continuacion,
se analizd la relacién obtenida para los distintos nucleos y luego, empleando los
valores obtenidos para el total de las neuronas analizadas, se calculé un valor
promedio y se construyd un intervalo de confianza (del 95%) suponiendo que los datos
siguen una distribucidon normal. Se considerd que un intervalo de confianza mayor a 1
indica que la presencia de CaMKII6 en el nucleo.

111.11 ANALISIS ESTADISTICO

Para las comparaciones entre dos grupos se utilizé la prueba T de Student, y en el caso
de las comparaciones multiples se realizé un ANOVA de 1 factor y se aplico el test post
hoc de Duncan. Los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los residuos para
cada caso, se evaluaron empleando el estadistico de Shapiro Wilks y la prueba Brown-
Forsythe, respectivamente. En algunos casos, los datos provenientes de experimentos
en los que se evalud cantidad de ARNm presentaban pequefias desviaciones a la
normalidad, sin embargo, dado que el estadistico ANOVA es robusto a pequefias
desviaciones en este supuesto, se considerd que era valido aplicarlo para el andlisis de
estos datos (Kirk, 2012). En un caso la prueba de homocedasticidad no se cumplié y se
empled la Prueba Welch para muestras con varianzas no equivalentes que es una
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adaptacion de la prueba t de Student. En todos los casos se usé un a=0.05 como
criterio de significancia. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con los programas
Graphpad Prism o InfoStat. Los intervalos de confianza se construyeron empleando la
siguiente formula: (x-EEtq/, n-1; X+EEts2 n-1) donde x es el promedio de los valores, EE el
Error Estandar y el valor t se obtuvo de las tablas correspondientes suponiendo
distribucién normal. Todos los datos se graficaron como media + EE.
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IV. RESULTADOS

La primer parte de los resultados esta avocada al estudio de la regulacion de NF-kB en
la expresion de los genes de respuesta temprana, BDNF y ZIF268, en el hipocampo
durante la consolidacién de la memoria de reconocimiento de objetos. En estos
experimentos se emplearon ratones de la cepa CF1.

En la segunda parte, estudiamos la induccién y regulacion de la expresiéon de camk2d
durante la formacion y mantenimiento de la memoria de reconocimiento de objetos
de largo termino. En estos se emplearon ratones de la cepa C57 ya que los
experimentos surgieron como continuacidn de un trabajo previo del laboratorio en los
gue se habia empleado esta cepa (Federman et al., 2013).
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IV.I.1 UN ENTRENAMIENTO FUERTE INDUCE LA CONSOLIDACION
DE LA MRO EN RATONES DE LA CEPA CF1

El primer paso para el estudio en cuestién fue hallar un protocolo que indujera la
formacién de una memoria de reconocimiento de objetos de largo término en la cepa
CF1. En el laboratorio se contaba con el antecedente de que 15 minutos de
entrenamiento o exposicién a los objetos inducen una memoria de largo termino en
ratones de la cepa C57BL/6 (Federman et al., 2013), por lo que se puso a prueba el
mismo tiempo de entrenamiento en ratones de la cepa CF1.

El disefo experimental se muestra la figura IV.l.1i. La sesidon de entrenamiento (TR),
representada por el rectangulo negro, duré 15 minutos y 24 hs mas tarde se llevo a
cabo la sesidon de evaluacién (TS, cuadrados blancos). Se trabajé con un grupo No-TR
(grupo control, rectangulo blanco) cuyos animales el dia del entrenamiento fueron
colocados en la arena experimental en ausencia de objetos y con un grupo (TR que fue
colocado en la arena experimental en presencia de dos objetos iguales.

TR TS

No-TR >
24hs

24hs

Figura IV.1.1i. Disefio experimental.

El indice de discriminaciéon (ID%) promedio para el grupo (TR fue significativamente
mayor al del grupo no entrenado (figura IV.1.1ii., %IDsr = (41 + 7), %IDnotr = (2 £ 5),
(t=4.707, p=0.0002) lo que indica que 15 minutos de entrenamiento son suficientes
para formar una memoria de reconocimiento de objetos de largo término. El tiempo
total de exploracidon durante la sesién de testeo fue: {TR = (25.88 * 3.44)s, No-TR =
(46.39 * 4.69)s. Estos valores son significativamente distintos entre si (p=0.0026)
debido a que los animales del grupo No-TR fueron expuestos a dos objetos distintos y
ambos novedosos, mientras que para el grupo (TR sélo uno era novedoso.
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Figura IV.1.1ii. 15 minutos de entrenamiento inducen una memoria de reconocimiento de
objetos de largo término en ratones de la cepa CF1. En el grafico se indica el ID% promedio
para el grupo no entrenado (ny,.1r=11) y el entrenado (nz=10). Los valores se expresan como
promedio * error estdndar y fueron comparados empleado la prueba t de Student.
P***<0.0005.

En el dia del testeo, los tiempos de exploraciéon de cada objeto en el grupo No-TR se
emplearon también para estudiar posibles preferencias por uno u otro objeto. Para
ello, se calculdé un indice de discriminacién considerando como objeto “novedoso” al
rasti (IDR%) y se evalud si el intervalo de confianza para el IDg% promedio se
encontraba por encima o por debajo de 0% lo que indicaria preferencia por el rasti o
por el vaso, respectivamente. El IDr% fue de (-5%5) y el intervalo de confianza con un
0a=0,05 (to.025,10=2.228) es (-16.14; 6.14)%, dado que este intervalo incluye al cero,
concluimos que el IDg no es significativamente distinto de cero y en consecuencia no
hay evidencias que indiquen que haya preferencia por alguno de los objetos. De la
misma manera, para estudiar alguna posible preferencia del animal por explorar el
objeto del lado izquierdo o del derecho se recalcularon los ID tomando como objeto
“novedoso” al objeto de lado izquierdo. El ID;,q% calculado de este modo fue (5+5) y el
intervalo de confianza (too25,10=2.228) IC: (-6.14; 16.14)% que nuevamente no es
significativamente distinto de cero, por lo que se concluye que no se observaron
preferencias por uno u otro lado de la arena experimental.

En conjunto, estos resultados indican que 15 minutos de entrenamiento inducen la
formacién de una MRO de largo término en la cepa CF1.

IV.1.2 NF-KkB SE ACTIVA EN EL HIPOCAMPO DURANTE LA
CONSOLIDACION DE LA MRO
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Tal como se indicd en la introduccidn, en trabajos previos de nuestro laboratorio se
demostré que la activacion de NF-kB en el hipocampo es necesaria para la
consolidacion de la MRO (Federman et al., 2013). Sin embargo no hay antecedentes
del momento en el cual tiene lugar esta activacion luego del entrenamiento en este
paradigma y este dato es clave para determinar si los tiempos de activacion del factor
de transcripcion (FT) son congruentes con los tiempos de expresion esperados para los
genes de respuesta inmediata, Zif268 y BDNF, que son los que deseamos estudiar en
esta tesis. Basandonos en estudios previos que indican que el entrenamiento en
paradigmas comportamentales del tipo Condicionamiento de Miedo Contextual y
Evitacion Inhibitoria inducen una activacién transitoria de NF-kB en el hipocampo a los
45 minutos luego del TR (Freudenthal et al., 2005; de la Fuente et al., 2014), decidimos
estudiar si lo mismo ocurre luego de un entrenamiento NOR en ratones de la cepa CF1.
Para ello se llevd a cabo un experimento disefiado tal como se indica en la figura IV.1.2i.

TR

No-TR T’ “ Extraccién de proteinas
min hipocampales y analisis por

R ———  £vsa-Bot
45min

Figura IV.1.2i. Disefio experimental.

Mediante la técnica EMSA-Blot (seccién 1ll.5) se determind la actividad de NF-kB en
extractos nucleares de tejido hipocampal y se calculé la actividad de NF-kB del grupo
fTR relativa a la de su grupo control No-TR al que no se le presentan objetos durante el
entrenamiento (ver seccion 1I1.2B). En la figura IV.1.2ii se muestra a la izquierda un
ejemplo representativo de la intensidad de las bandas de p65 (flechas) para el grupo
No-TR y fTR (la doble banda indica que se revelaron dos dimeros posibles: p50/p65 y
p65/p65), respectivamente, y a la derecha se muestra el grafico con el resumen de los
resultados. La actividad nuclear de NF-kB es mayor en el grupo entrenado respecto al
grupo control: (Actrelyo.1r=1.00+£0.07, Actrelqr=1.4+0.1) (t=2.419, p=0.027), en
particular, el aumento observado es del 40%.
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Figura IV.1.2.ii. La actividad de NF-kB aumenta 45 minutos luego de un entrenamiento fuerte
en el paradigma NOR. A la izquierda se observa una imagen representativa de la intensidad de
la marca observada para cada uno de los grupos. Las flechas indican que esas bandas son
especificas para p65. El grdfico de la derecha muestra los valores de la actividad promedio de
ambos grupos relativo al grupo no entrenado (nye.1z=9, ngr=10). Los valores se expresan como
promedio + error estandar y fueron comparados empleado la prueba t de Student. P*<0.05.

Este resultado indica que la exploracion de objetos novedosos durante el
entrenamiento induce un aumento en la actividad nuclear de NF-kB en neuronas del
hipocampo a los 45 minutos post- entrenamiento.

IV.I.3 LA ACTIVACION DE NF-KB EN EL HIPOCAMPO ES
NECESARIA PARA LA CONSOLIDACION DE LA MRO

¢Qué pasa con la consolidacion de la MRO si bloqueamos la actividad de NF-kB en el
hipocampo luego del entrenamiento? La actividad transcripcional de NF-kB puede
bloguearse administrando un oligonucleétido doble cadena denominado Decoy, que
contiene la secuencia consenso para NF-kB y que por lo tanto se une al sitio de unidn
al ADN en NF-kB, bloqueandolo y evitando asi la transcripcion de los genes
dependientes de este FT. Como control, se emplea el mismo oligonucledtido doble
cadena con una mutacién puntual en una de sus pares de base de manera tal que este
oligo no se une a NF-kB. El oligonucleétido control se llama Decoy mutado (mDecoy).
Ambos oligos han sido empleados en el laboratorio anteriormente y se ha probado su
efectividad como inhibidor y su difusidon hacia la region CA1 del hipocampo 15 minutos
luego de su infusion (Freudenthal et al., 2005; Boccia et al., 2007; de la Fuente et al.,
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2011; Federman et al., 2013). Para contestar nuestra pregunta, se evaluaron los niveles
de retencion de la MRO de largo término en animales que recibieron inyecciones
intrahipocampales de Decoy o mDecoy inmediatamente luego del entrenamiento. El
diseio llevado a cabo y el grafico con los resultados se indican a continuacion (figura
IV.1.3i).

A

INFUSION INTRAHIPOCAMPAL

INMEDIATAMENTEPOST TR
mDecoy/Decoy
TR TS
TR
24hs

mDecoy Decoy

Figura IV.1.3i. A. Diseiio experimental. B El grafico muestra el ID% promedio del grupo
inyectado con la droga control mDecoy y del grupo inyectado con el inhibidor del actividad de
NF-kB, Decoy. (Nmpecoy=9, Npecoy=9). L0Os valores se expresan como promedio * error estdndar y
fueron comparados empleado la prueba t de Student. P***<0.0005.

El tiempo de exploracion para ambos grupos durante el testeo fue: tmgecoy = (33 * 3)s
tdgecoy = (30 % 3)s (p=ns) indicando que el tratamiento no afecto ni la motivacion, ni la
locomocidn de los animales durante esta sesion. El ID% de los animales que recibieron
la administraciéon de mDecoy fue (64+8)% y el de los animales administrados con
Decoy (1946)%, la diferencia entre ambos es significativa (t=4.632, p=0.0003),
indicando que el tratamiento tuvo un efecto amnésico.

Por otro lado, decidimos estudiar si la administraciéon de Decoy podria estar teniendo
algin efecto sobre la translocacién de NF-kB al nucleo, por lo que realizamos un
segundo experimento similar al anterior, pero en este caso sacrificamos a los animales
45 minutos luego del entrenamiento, tiempo al que aumenta su actividad, y
estudiamos si los niveles proteicos de NF-kB en el nucleo de neuronas provenientes de
tejido hipocampal eran distintos entre animales tratados con Decoy o mDecoy. El
disefio y el grafico con los resultados se indican en la figura IV.1.3ii.
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Figura IV.1.3ii. El disefio experimental se muestra a la izquierda. El grafico de la derecha
muestra el ID% promedio del grupo inyectado con la droga control mDecoy y del grupo
inyectado con el inhibidor del actividad de NF-kB, Decoy. (Nmpecoy=12, Npecoy=13). Los valores se
expresan como promedio + error estdndar y fueron comparados para buscar diferencias
significativas empleado la prueba t de Student (p=ns).

No se observaron diferencias significativas en los niveles nucleares de NF-kB, No-
TR=(1.00 % 0.09), fTR=(1.03 £ 0.07), (t=0.2628, p=ns) lo que indica que la inyeccion de
Decoy no afecta la translocacion de NF-kB al nucleo.

Estos resultados indican que la activacion de NF-kB es necesaria para la consolidacién
de la MRO y que la administraciéon de Decoy no afecta la translocacion de NF-xB al
nucleo, por lo que estaria teniendo efecto exclusivamente sobre la actividad de unidn
al ADN de NF-kB.

IV.1.4 EXPRESION PROTEICA DE BDNF Y ZIF268 EN EL
HIPOCAMPO DURANTE LA CONSOLIDACION DE LA MRO

Si la expresion de BDNF y ZIF268 se encuentra regulada por la activacion de NF-kB,
esperamos ver un aumento a tiempos que coincidan o sean mayores al tiempo de
activacion de dicho FT. Por otro lado, como se desea estudiar la relacion entre NF-kB y
la expresidon de estas proteinas dentro de la ventana de consolidacién de la MRO, se
consideraron los antecedentes que indican que la expresidon de proteinas en este
proceso es necesaria hasta 6hs luego del entrenamiento (McGaugh, 1966b) y que la
activacion de NF-kB en otros paradigmas es transitoria y retorna a niveles basales a las
2hs del entrenamiento (Freudenthal et al., 2005). De este modo, decidimos medir los
niveles proteicos de BDNF y Zif268 45min, 90 min y 3hs post-entrenamiento. El
procedimiento llevado a cabo se indica a continuacién (figura IV.l.4i.). Los niveles
proteicos de BDNF se cuantificaron a partir de la fraccion citosdlica; los valores de
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densidad dptica de cada una de las muestras se relativizaron al valor de densidad
Optica de actina (control de siembra citosdlico, ver seccién 11.4B). Los niveles proteicos
del factor de transcripcidn Zif268 se cuantificaron de la fraccidon nuclear y la densidad
Optica medida para cada muestra se relativizé a la de Lamin B (control de siembra
nuclear, ver seccion Il1.4B). Los resultados para ambas proteinas se muestran por

separado.
TR~
. . ]
No-TRI:\ 45 min Extraccion de proteinas
L . hipocampales y analisis
TR - 90 min = por Western Blot
J 3hs
Figura IV.1.4i. Disefio experimental.
BDNF

Expresion a los 45 minutos post TR

La figura IV.1.4ii muestra un ejemplo representativo de las bandas reveladas para BDNF
por Western Blot y el grafico conteniendo las medias * E.E. de los valores de densidad
Optica relativa obtenidas del andlisis de todos los datos. No se encontraron diferencias
significativas en los niveles proteicos de BDNF del grupo TR relativos a los del grupo
No-TR (BDNF4smin, No-Tk 1.0£0.1, BDNF45min, frr-1.220.2, t=0.7944, p=ns) lo que indica que
el entrenamiento no indujo un cambio en la expresién proteica de BDNF a los 45
minutos.
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Figura IV.1.4.ii. Imagen con un ejemplo representativo de las bandas reveladas para cada
grupo y grdfico mostrando los niveles proteicos de BDNF relativos al grupo No-TR. (nyo.
TR:12/ nTR=10).

Expresion a los 90 minutos post TR

No se encontraron diferencias significativas en los niveles proteicos de BDNF del grupo
(TR relativos a los del grupo No-TR (BDNFggmin, no-Tr 1.0£0.2, BDNFggmin, frr.1.3+0.3,
t=0.8063, p=ns) lo que indica que el entrenamiento tampoco indujo un cambio en la
xpresion proteica de BDNF a los 90 minutos (figura IV.1.4iii).
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Figura IV.1.4iii La imagen muestra un ejemplo representativa de las bandas reveladas para
cada grupo y el grafico muestra los niveles proteicos de BDNF relativos al grupo No-TR. (nye.
=7, Nz=7). Los valores se expresan como promedio + error estdndar.

Expresion 3hs post TR

Los niveles proteicos de BDNF relativos al grupo control 3hs post entrenamiento
fueron: BDNFsps no-TR=1.020.2, BDNF3ps #rr=0.77£0.06. El analisis estadistico de estos
resultados indica que las diferencias no son significativas (t=1.458, p=ns).
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Figura IV.1.4.iv. La imagen muestra un ejemplo representativa de las bandas reveladas para
cada grupo y el grafico muestra los niveles proteicos de BDNF relativos al grupo No-TR. (ny..
=8, n1z=9). Los valores se expresan como promedio + error estandar.

Estos resultados indican que no se observaron aumentos en la expresion de BDNF
durante la consolidacion de la memoria NOR en ninguno de los tiempos estudiados.

Zif268

Localizacion Nuclear

Para estudiar la localizacion nuclear de Zif268 se incubaron cortes hipocampales de
animales no entrenados con el anticuerpo en cuestion. Para corroborar que la marca
fuera especifica, se realizé un control en el que los cortes fueron incubados con el
anticuerpo pre-adsorbido al péptido de Zif268 y luego se compard la marca revelada
por ambas incubaciones (regular y pre-adsorbido). El péptido es un fragmento de la
proteina Zif268 que corresponde al antigeno empleado para la produccién del
anticuerpo en cuestion. La pre-incubacién del anticuerpo con su péptido satura los
sitios de unién del primero y por ende disminuye la unién del anticuerpo a la proteina
presente en el tejido hecho que se ve reflejado como una disminucién de la marca
fluorescente y que es indicativo de la marca especifica contra la proteina de interés. La
figura IV.l.4v muestra dos imagenes representativas de la fluorescencia original y la
obtenida luego del tratamiento con el péptido, para marcar los nucleos se tifieron los
cortes con ioduro de propidio.
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Figura IV.1.4.v. El anticuerpo para Zif268 reconoce la marca nuclear del FT. A la izquierda, en
verde, se observa la marca de Zif268, al medio los nucleos marcados con ioduro de propidio y a
la derecha la suma de ambas imdgenes. Las flechas sefialan nucleos conteniendo Zif268. Las
imdgenes inferiores muestran la fluorescencia registrada por el anticuerpo para Zif268 pre
incubado con el péptido.

En la figura se observa que la marca del anticuerpo es nuclear (imagenes superiores) y
que esta desaparece si el anticuerpo es pre-incubado con el péptido (imagenes
inferiores), lo que indica que la marca nuclear revelada por el anticuerpo es especifica
de Zif268.

Expresion nuclear a los 45 minutos post TR

Se determinaron los niveles proteicos de Zif268 en la fraccién nuclear de tejido
hipocampal. Los valores promedio respecto al grupo No-TR fueron: ZIF26845min, No-
1r=1.020.1y ZIF26845min, rrr=1.5%0.2 (figura IV.l.4vi, valores relativos al grupo control).
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Figura IV.5.vii. El grafico muestra los niveles proteicos de ZIF268 a los 45 min post-
entrenamiento relativos al grupo No-TR. (ny,.7z=9, np=12). Los valores se expresan como
promedio + error estdandar. P*<0.05.

La diferencia entre ambos es significativamente distinta (t=2.529, p=0.0205) e indica
gue a los 45 minutos post-entrenamiento el nivel proteico de Zif268 es en promedio
un 50% mayor que en animales no entrenados.

Expresion a los 90 minutos post TR

Los niveles proteicos de ZIF268 del grupo (TR relativos a los del grupo No-TR fueron
ZIF26890min, No-TR =1.0£0.1 y ZIF268g0min, frr=1.1+0.2. La diferencia entre ambos no es
significativa (t=0.3832, p=ns), lo que indica que no se observa un aumento en los
niveles proteicos de ZIF268 90 minutos post-TR (figura 1V.1.4viii).
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Figura IV.L.4viii. El grafico muestra los niveles proteicos a los 90 min post-entrenamiento de
ZIF268 relativos al grupo No-TR. (ny..7r=9, nz=8). Los valores se expresan como promedio *
error estdndar.

Expresion 3hs post TR

Los niveles proteicos de ZIF268 del grupo fTR relativos a los del grupo No-TR fueron
ZIF2683hs, No-TrR=1.020.1 y ZIF26831s 11 =1.1+0.2. Nuevamente, la diferencia entre ambos
es no significativa (t=0.3869, p=ns), lo que indica que no se observa un aumento en los
niveles proteicos de ZIF268 3hs post-TR (figura IV.1.4ix).
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Figura IV.1.4ix. El grafico muestra los niveles proteicos a las 3 h post-entrenamiento de ZIF268
relativos al grupo No-TR. (nwn..7s=9, n1z=7). Los valores se expresan como promedio *+ error
estandar.

En conjunto, estos resultados indican que el entrenamiento indujo un aumento a 45
minutos post-TR, concordando temporalmente con la activacién de NF-kB, y que este
aumento es transitorio ya que a los 90 minutos retorna a los niveles basales.

Nuestro objetivo principal en esta parte de la Tesis fue estudiar si la activacion de NF-
kB regula la expresion de los genes BDNF y ZIF268 durante la consolidacion de la MRO.
Al no haber observado un cambio en los niveles de la proteina BDNF en la ventana
temporal estudiada, se decidid no continuar con el estudio de este gen y se continué
el analisis con ZIF268.

IV.I.5 LA EXPRESION DE ZIF268 EN EL HIPOCAMPO ES
NECESARIA PARA LA CONSOLIDACION DE LA MRO

Habiendo visto que la exposicidon a los objetos durante el entrenamiento indujo un
aumento en la expresion de ZIF268, la siguiente pregunta es si este aumento es
necesario para la consolidacién de la MRO. Para responderla, es necesario bloquear la
expresion de ZIF268 y ver su efecto comportamental, de forma similar a lo realizado en
el punto IV.1.3i con NF-kB. Para bloquear la expresiéon de ZIF268 empleamos un
oligonucleétido de ADN de simple cadena que es complementario al ARNm de ZIF268
(oligonucledtido complementario, OC) y por lo tanto se une a éste bloqueando su
traduccién a proteina. Ademas puede inducir la degradacion del ARNm mediante la
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accion de la RNAsa H que reconoce duplas ADN-ARN vy las degrada. Como control del
tratamiento se empled un oligonucledtido que posee las mismas bases que el OC
ordenadas en forma aleatoria. Este oligo control se denomina oligo aleatorio, OA. La
estrategia de bloqueo utilizando estos oligos ya habia sido empleada exitosamente en
ratas (Katche et al., 2012b). El disefio del experimento se indica en la figura IV.1.5i.

INFUSION INTRAHIPOCAMPAL INMEDIATAMENTE POST TR
Oligo complementario (OC)/ Oligo aleaotorio (OA)/ Vehiculo(Veh)

TR TS
24hs

Figura IV.1.5i. Disefio experimental.

Tal como se observa en el disefio anterior, en el experimento se incluyd un tercer
grupo administrado con vehiculo, que es el diluyente empleado para disolver los
oligonucleétidos y que en nuestro caso fue solucion salina. Este grupo control se
emplea para asegurarse que el oligonucleétido aleatorio no este teniendo algun efecto
inespecifico en el comportamiento exploratorio del animal (efecto sobre el tiempo de
exploracion total durante el testeo) o sobre la retencién de la MRO (efecto en el ID%).

En ratas, la concentracién empleada es de 2nmol/ul, pero dado que el cerebro del
ratdén tiene menor tamano que el de rata y que toda droga puede ser toxica a altas
dosis, se decidié administrar una dosis menor. En primer lugar, probamos con una
dosis de 0.4nmol/pl, inyectando 1l bilateral en el hipocampo. El ID% para los distintos
grupos fue:, IDyenh = (44 + 8)%, IDoa = (53 + 11)%, IDoc = (43 +6)%. El analisis estadistico
indica que las diferencias no son significativas (ANOVA de un factor, F,, 19= 0.4460,
p=ns). Los resultados se indican en el grafico IV.1.5ii.
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Figura IV.1.5ii. El grafico muestra el ID% para los grupos inyectados con vehiculo (Veh), o
0.4nmol/lado de oligo aleatorio (OA) u oligo complementario (OC), respectivamente (ny.,=6,
Nnoa=7, noc=9). EI ANOVA a un factor no dio significativo.

El tiempo de exploracién de cada grupo durante la sesién de testeo fue tyen = (27 £6) s,
toa= (33 £ 4) s toc= (23 £3) s (p=ns). Estos resultados indican que la administracién de
OC a la dosis empleada no tuvo efecto sobre la consolidacion de la MRO y que ni el OA
ni el OC tuvieron efectos inespecificos sobre el comportamiento exploratorio del
animal. Es probable que la dosis empleada en este experimento no fuera suficiente
para bloquear la expresion de ZIF268 o para producir un efecto a nivel
comportamental, por lo que se repitid el experimento usando una dosis mayor de
oligonucledtido, en particular, 1nmol/lado. A continuacion, se muestran los resultados
(figura IV.L.5iii).
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Figura IV.1.5iii. El grafico muestra el ID% para los grupos inyectados con vehiculo (Veh), o
Inmol/lado de oligo aleatorio (OA) u oligo complementario (OC), respectivamente (n.,=11,
Noa=9, noc=13). ANOVA de un factor, P*<0.05.

El ID% para cada grupo fue: IDyen = (46 = 7)%, IDop = (48 £ 7) % IDoc = (21 £5) %. Las
diferencias entre grupos fueron significativamente distintas (ANOVA de un factor,
F2,30= 6.103, p= 0.006). La comparacion post-hoc indica que el ID% del grupo OC es
significativamente distinto al grupo vehiculo y al grupo OA y que los grupos Veh y OA
no son significativamente distintos entre si. El tiempo de exploracién total durante el
testeo para cada grupo fue: tyen = (2243)s, toa = (2413)s, toc = (24 £3) s (p=ns).

Estos resultados indican que el tratamiento con 1nmol/lado de oligo complementario
tuvo un efecto amnésico sobre la retencidon de la memoria y que éste es especifico
para la secuencia empleada ya que el OA no afecto la retencion de la MRO. Ademads no
se observaron efectos en el comportamiento exploratorio de los animales como
consecuencia del tratamiento con el OA y/o el OC.

Por ultimo, dado que no hay antecedentes del uso de esta droga en ratones, se
corrobord que el OC administrado a la dosis de 1nmol/lado estuviera bloqueando el
aumento en la expresion de ZIF268 observado 45 minutos post-entrenamiento. Para
ello, se entrenaron los ratones al paradigma NOR e inmediatamente post-
entrenamiento a un grupo se le administro OC y a otro OA. Luego de 45 minutos los
animales se sacrificaron y se analizaron los niveles proteicos de ZIF268 en el nlcleo de
neuronas de tejido hipocampal (ver figura IV.1.5iv)
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INFUSION INTRAHIPOCAMPAL

INMEDIATAMENTEPOST TR
QA/OC
TR l Extraccion de proteinas
iR -—. hipocampales y analisis por
45 min Western Blot

Figura IV.1.5iv. Disefio experimental

Notese que esta vez, no fue necesario incluir un grupo vehiculo ya que no se espera
que el OA tenga un efecto sobre la expresidn proteica de ZIF268 lo que lo convierte en
un control suficiente y adecuado para el objetivo (o la comparacién) en cuestion. El
analisis de los niveles proteicos de ZIF268 luego de la administracién de los oligos
indica que los niveles proteicos de ambos relativizados al nivel del grupo OA son: OA =
(1.00 +0.08) y OC = (0.76 +0.06) (figura IV.1.5.v).
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Figura IV.1.5.v. A la derecha se muestra un ejemplo representativo de la intensidad de las
bandas para cada grupo. El grafico de la izquierda muestra los niveles promedio de ZIF268
relativos al nivel del grupo OA. Los grupos recibieron tratamiento intra-hipocampal con 1nmol
de oligo (OA u OC) por hipocampo (bilateral) (npa=18, noc=14). P*<0.05.

La diferencia es estadisticamente significativa (t=2.312, p= 0.0278) e indica que la
administracion de OC indujo una disminucion de 24% en los niveles proteicos de
ZIF268, respecto al grupo inyectado con OA.

En conjunto, estos resultados indican que la administracién intra-hipocampal vy
bilateral de 1nmol de OC inmediatamente post-entrenamiento disminuye los niveles
proteicos de ZIF268 y afecta la consolidacion de la memoria NOR.
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IV.6 LA EXPRESION DE ZIF268 DURANTE LA CONSOLIDACION
DE LA MRO ES DEPENDIENTE DE LA ACTIVACION DE NF-KB.

Habiendo encontrado un aumento en la expresién de ZIF268 durante la consolidacion
de la MRO, nos interesa estudiar si este aumento es dependiente de la activacién de
NF-kB. La idea detras de este experimento es que si NF-kB regula la transcripcién del
gen durante la consolidacién, al haber cambios en su ARNm, su expresién proteica
también se verd afectada. Esta suposicidon es valida en este caso particular en el que
nos encontramos trabajando con un gen de respuesta temprana del que se espera que
sea transcripto y traducido rapidamente para cumplir con su rol de gen efector.

Para cumplir con nuestro objetivo particular, entrenamos animales canulados e
inmediatamente post-entrenamiento bloqueamos la activacion de NF-kB en el
hipocampo mediante la administracion local de Decoy. A los 45 minutos del
entrenamiento sacrificamos los animales y medimos los niveles proteicos de ZIF268
comparandolos con los niveles del grupo control inyectados con mDecoy (ver figura
IV.1.6i).

INFUSION INTRAHIPOCAMPAL
INMEDIATAMENTE POST TR

TR mDecoy/Decoy
Extraccion de proteinas

iTR -l » hipocampalesy anélisis

45min por Western Blot

Figura IV.1.6.i. Disefio experimental

Los niveles proteicos de ZIF268 en ambos grupos fueron: mDecoy: (1.00 +0.2) y Decoy
= (0.62 £0.06) y la diferencia entre ambos es estadisticamente significativa (Prueba t
corregida por Welch para varianzas no equivalentes, t= 2.258, p= 0.0397, figura
IV.1.6ii). Este resultado indica que la expresidn proteica de ZIF268 durante la
consolidacién de la MRO es dependiente de la activacion de NF-kB.
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Figura IV.1.6ii. El grafico muestra los niveles proteicos de ZIF268 relativos al nivel del grupo

mbDecoy (Nmpecoy=12, Npecoy=13). P*<0.05.

Este resultado indica que NF-kB regula la expresion proteica de ZIF268 durante la
consolidacion de la MRO.
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PARTE Il

IV.I1.1 RoL bE CAMKII® DURANTE LA CONSOLIDACION DE
LA MRO.

En un trabajo previo a esta tesis se determind que, en ratones C57, 15 minutos de
entrenamiento en el paradigma NOR llevan a la formacién de una memoria de largo
término persistente (pMLT - que persiste hasta 7 dias). Ademas se observd que este
protocolo de entrenamiento induce la unién de NF-kB al promotor de CaMKIId 1h
post-entrenamiento y un aumento en la expresién de este gen a las 3hs post-
entrenamiento, durante la ventana de consolidacion de la MRO (Federman et al,,
2013). Con el objeto de estudiar si esta expresion de CaMKII§ es necesaria para la
formacién de la MLT, nos propusimos bloquear el aumento en su ARNm durante la
consolidacién y evaluar los efectos sobre la retencién de la MLT a 24hs. Para disminuir
los niveles de ARNm, se disefid especialmente un oligonucleétido complementario al
ARNm de CaMKII6 que, tal como se indicod anteriormente, se une al ARNm e induce su
degradacion via la RNAsa H. El oligonucleétido complementario se disefié siguiendo las
recomendaciones sugeridas en el manual de Integrated DNA Technologies (IDT, 2011),
tal como se indica en materiales y métodos, y se verificd que su complementariedad
fuese total (100% de complementariedad entre bases) y especifica para CaMKII& y no
para otro ARNm. Luego, para el disefio del OA se re-organizaron las bases de manera
aleatoria, pero procurando que no fuera complementaria a otro ARNm, de manera tal
que el oligo resultante no afectara los niveles de ARNm de ninguna otra proteina. Los
analisis de especificidad de los oligos disefiados se realizaron empleando la
herramienta online Nucleotide BLAST® (blastn, NCBI, NIH) y se incluyen en el apéndice
(seccion VII.2). Los oligonucleétidos empleados se encuentran fosforotiolados en sus
primeras y ultimas tres bases. Esta modificacion hace que estos enlaces nucleotidicos,
gue comunmente son fosfodiéster, sean reemplazados por enlaces fosforo-tiolados lo
gue evita su degradacién por DNAsas.

De este modo, el primer experimento se llevé a cabo con el objeto de determinar si la
inyeccién de este oligonucledtido disminuye efectivamente los niveles de ARNm de
CaMKII6 observados luego del entrenamiento.

IV.1I.1A Disminucion de los niveles de ARNm de CaMKII6 luego de la
infusidn intra-hipocampal de oligonucleétidos complementarios.

El experimento llevado a cabo se muestra en la figura IV.11.1i.
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Figura IV.Il.1i. Disefio experimental.

Los animales fueron entrenados con un protocolo fuerte, de 15 minutos, y 2hs mas
tarde la mitad de los animales recibié una infusidon bilateral intrahipocampal del
oligonucleétido complementario (OC) y la otra mitad del oligonucledtido aleatorio
(OA). El tiempo de inyeccion fue elegido basado en el antecedente con ZIF268, en el
gue se observd que a 45 minutos post-inyeccion el efecto del oligonucledtido ya era
visible, por lo que se supuso que la inyeccidn a las 2hs post-TR disminuiria los niveles
de ARNm a las 3hs post-TR. De este modo, los animales fueron sacrificados 1h luego de
la inyeccion, es decir 3hs post-entrenamiento, tiempo que coincide con el aumento de
ARNm observado en el trabajo previo (Federman et al., 2013). Las muestras de ARNm
fueron analizadas por PCR en tiempo real (seccion II1.6C). Los ARNm promedio para
ambos grupos relativos al grupo OA fueron: OA = (1.0#0.1) y OC = (0.69+0.08), la
diferencia entre ambos es significativamente distinta (t= 2.176, p=0.0375, figura
IV.I1.1ii).

mRMNA de CaMKII5

Figura IV.II.1ii. El grafico muestra el ARNm de los grupos tratados con OA 'y OC para CaMKII&
relativos al grupo OA (nps=16, noc=16). P*<0.05.
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Estos resultados indican que la administracién del oligonucledtido complementario al
ARNm de CaMKII§ indujo una disminucion del 31% en su ARNm, 3 hs post-TR respecto
al grupo control.

IV.11.1B Efecto Comportamental de la Inhibicion de la expresion del
gen de CaMKII6 durante la Consolidacion de la MRO.

Los animales fueron entrenados al paradigma NOR y 2hs luego del entrenamiento se
les administr6 OC a CaMKII6 u OA intra-hipocampalmente. Luego, se evalud la
retencion de la memoria a las 24hs (figura IV.11.1iii).

INFUSION INTRAHIPOCAMPAL
Oligo Complementario (OC) u Oligo aleatorio (OA)

Figura IV.Il. 1iii. Disefio experimental

A diferencia de los experimentos realizados con OC para ZIF268 (seccion IV.1.5), en este
caso, no se incluyé el grupo vehiculo ya que, basdandonos en los resultados con ZIF268,
se considerd que la administracién de 1nmol/lado de oligo control no genera efectos
inespecificos sobre la retencién, locomocién y/o motivacién del animal.

El ID% para cada grupo fue: IDoa=(23+6)% e IDoc = (26+6)% (figura IV.Il.1liv) y el tiempo
total de exploracion tos = (4.4£0.5)s y toc = (3.6£0.4)s (p=ns). La diferencia en los ID%
de ambos grupos no es estadisticamente significativa (t = 0.3094, p=ns). Este resultado
indica que disminuir el ARNm de CaMKII6 durante la consolidacion de la MRO no
afecta la formacién de la memoria de largo término.
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Figura IV.Il.1.iv. El grafico muestra el ID% de los grupos tratados con OA y OC para CaMKIIé,
respectivamente 24hs post-TR (noa=9, noc=11). p=ns.

En base a este resultado, hipotetizamos que CaMKII§ podria estar afectando la
persistencia de la memoria en formacién. Para estudiar si CaMKIId tiene un efecto
especifico sobre la formacidon de una pMLT y no sobre la de una MLT, se realizé un
experimento similar al anterior, pero esta vez se evalué la retencién 7 dias luego del
entrenamiento. El disefio se indica a continuacion (figura IV.11.1v).

INFUSION INTRAHIPOCAMPAL
Oligo Complementario (OC) u Oligo aleatorio (OA)

Figura IV.Il.1.v. Disefio experimental

El ID% durante el testeo fue IDpa = (23+3)% e IDoc = (7+2)%, la diferencia entre ambos
es significativamente distinta (t=4.472, p=0.0004) (figura IV.ll.1vi). Por otro lado, el
tiempo total de exploracion fue similar entre grupos: toa = (5.720.5)s y toc = (5.8+0.4)s
(p=ns). Estos resultados indican que el tratamiento con OC tuvo un efecto amnésico
sobre la pMLT y que este efecto se debe a un déficit cognitivo y no a un efecto sobre el
comportamiento exploratorio del animal.
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Figura IV.Il.1.vi. El grdfico muestra el ID% de los grupos tratados con OA y OC para CaMKIIé,
respectivamente (npa=7, noc=10). p***<0.0005.

Estos resultados indican que la expresion del gen de CaMKII6 durante la consolidacidn
de la MRO tiene un efecto sobre la formacién de la pMLT, sin afectar la formacion de la
MLT que se expresa a las 24hs del entrenamiento.

IV.11.2 EXPRESION DE CAMKIIO A DISTINTOS DiAS LUEGO
DEL ENTRENAMIENTO

Los resultados del punto IV.II.1 indican que CaMKIId participa de la formacidn de una
memoria persistente, pero para que esta memoria persista en el tiempo y pueda ser
evocada a 7 dias de su adquisicion deben haber mecanismos que mantengan activa la
traza original aun fuera de la ventana de consolidacién (seccion 1.8). ¢Podria CaMKII&
estar participando de este proceso? Para responder esta pregunta en primer lugar
decidimos investigar si su expresion se mantiene activa fuera de la ventana de
consolidacién, por ejemplo, 24hs luego del entrenamiento. Ademads, decidimos incluir
un grupo control que fuera entrenado un tiempo suficiente como para formar una MLT
pero no una pMLT.

En primer lugar probamos si un protocolo de entrenamiento de 10 min (grupo TR) y
uno de 15 min (grupo fTR) permite inducir una MLT y una pMLT, respectivamente. Los
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tiempos 10 min y 15 min fueron elegidos basandonos en el resultado previo de
(Federman et al., 2013), donde se habia corroborado que en esta cepa 3 min de
entrenamiento no son suficientes para generar una MLT (pero sl una MCT), 10 min
inducen una MLT y 15 min inducen una pMLT. En esta Tesis, repetimos este
experimento pero decidimos utilizar un grupo control no entrenado (grupo No-TR) en
lugar de un grupo entrenado 3 min para contrastar nuestros resultados con los de un
animal que no haya tenido ninguna experiencia con los objetos. El disefio de los
experimentos se indica a continuacidn (figura IV.11.2i):

No-TR | |—> |
TR U1 t=24 hs 07 dias

e I

™ -

I'[ I |

Figura IV.11.2i. Disefio experimental

Evaluacion a 24hs: formacion de una MLT

El ID% a 24hs para los distintos grupos fue: IDyo.tr = (-1£6)%, ID1r = (3749)% € IDsrg =
(4219)%. Las diferencias entre los grupos fueron analizadas por un ANOVA a un factor
y dado que se encontraron diferencias significativas (F,,,=8.410, p=0.0019) se realizé
una comparacion post-hoc (prueba Duncan) que indica que los ID% de los grupos TRy
fTR son significativamente distintos a los del grupo No-TR. El tiempo de exploracidn
total durante el TS para cada grupo fue: tyo.tr = (8.610.9)s, ttr= (6.9+0.7)s y tsrr= (6%1) s
(F2,22= 1.69, p=ns). El grafico que resume estos resultados se muestra a continuacion
(figura IV.I1.3ii):
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Figura IV.11.3ii. El grafico muestra el ID% del grupo no entrenado (No-TR) y entrenados 10 o
15 minutos, (grupo TR y fTR, respectivamente) (Nyo.1r=8, Nz=9 y nr=8). P*<0.05.

Este resultado indica que 10 y 15 minutos de entrenamiento inducen la formacién de
una memoria de largo término en ratones C57.

Evaluacion a 7 dias: formacion de una pMLT

El ID% a 7 dias para los distintos grupos fue: IDyo.1r = (-126)%, ID1r = (14£5)% e ID¢r =
(2946)%, el ANOVA de un factor di6 significativo (F,,3=8.191, p=0.0021) y la
comparacion post-hoc (prueba de Duncan) indica que el ID% del (TR es
significativamente distinto al del grupo No-TR mientras que no son significativas las
diferencias entre el grupo No-TR y el grupo TR, ni entre el grupo TR y el grupo ¢TR. El
tiempo de exploracion total durante el TS para cada grupo fue: tyotr = (7.320.7)s, trr =
(6.5£0.5)s y terr = (6.920.6)s (F,23= 0.39, p=ns). A continuacién se muestra el grafico
(figura IV.I1.3iii):
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Figura IV.11.3iii. El grafico muestra el ID% del grupo no entrenado (No-TR) y entrenados 10 o 15
minutos, (grupo TRy fTR, respectivamente) (Nyo.1r=9, N1z=8 y Ngr=9). P*<0.05.

Este resultado indica que sélo el protocolo TR induce la formacién de una MLT
persistente.

A continuacidn, en base a los resultados anteriores nos formulamos las siguiente
preguntas ¢ Cambia la expresidon de CaMKII§ durante el mantenimiento de la MLT? ¢Se
observan diferencias en su expresion entre animales entrenados con un protocolo
estandar y un protocolo fuerte?

Para responder estas preguntas se llevé a cabo un experimento similar al de la figura
IV.11.2i, pero esta vez en lugar de testear los animales, se los sacrificé 24hs y 7 dias
post-entrenamiento y se midieron los niveles de ARNm en los tres grupos para
compararlos entre si (figura IV.11.3iv)

No-TR —

Analisis del RNA

™® -—T. mensajero de
CaMKIIa en tejido

IR E hipocampal

=24 hs o7 dias

Figura IV.11.3iv. Disefio experimental

Niveles de ARNm de CaMKIl6 24hs luego del entrenamiento
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Los valores promedio de ARNm fueron relativizados al del grupo No-TR, ARNmMpo.1r =
(1.0+0.2), ARNm+z =(3.3+0.7)% y ARNm¢g =(3%1). Las diferencias son significativamente
distintas (F;16=3.96, p=0.0401). La comparacién post-hoc (Duncan) indica que el ARNm
para los grupos TR y (TR es significativamente mayor al del grupo No-TR (figura
IV.11.3v).
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Figura IV.1l.3v. Valores de ARNm de los tres grupos relativos al grupo No-TR (Nno-1r=7, NTR=7 Y
ner=5). p*<0.05.

Este resultado indica que el ARNm de CaMKII6 aumenta 24hs post-entrenamiento.
Este aumento se encuentra fuera de la ventana de consolidaciéon de la MLT, dentro del
periodo asociado al mantenimiento de la traza mnésica.

Niveles de ARNm de CaMKIl6 7 dias luego del entrenamiento

Los valores promedio de ARNm a los 7 dias del entrenamiento fueron relativizados al
del grupo No-TR ARNmpyo1r = (1.0£0.2), ARNm+z = (2.9+0.5)% y ARNm¢r =(4+1). Las
diferencias son significativas (F;,11=4.152, p=0.0454). La comparacién post-hoc (prueba
de Duncan) indica que los niveles de ARNm del grupo TR son significativamente
mayores a los del grupo No-TR y y no son significativas las diferencias entre el grupo
No-TRy el grupo TR, ni entre el grupo TRy el grupo ¢TR. (figura IV.II.3vi).
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Figura IV.11.3vi. Valores de ARNm de los tres grupos relativos al grupo No-TR (Nno-1r=4, NTR=5Y
nr=5). p*<0.05.

Sélo el protocolo de entrenamiento fuerte induce un aumento significativo del ARNm
de CaMKII§ en relacién al grupo No-TR.

Los resultados anteriores indican que el entrenamiento induce un aumento en la
expresion del gen CaMKII6 aun fuera de la ventana de consolidacién de la MRO. Este
aumenté se observa a las 24hs y a los 7 dias luego del entrenamiento, pero su
expresion a 7 dias es dependiente de la fuerza de entrenamiento, y por ende, de la
fuerza o persistencia de la MLT formada.

¢Qué pasa con los niveles de expresidn a tiempos mayores cuando ya no se observa
retencion de la memoria original? Hicimos un primer experimento comportamental en
el que entrenamos los animales con un protocolo fuerte y luego evaluamos los niveles
de retenciéon 20 dias mas tarde, para estudiar si a este tiempo se observa retencién de
la MRO original (figura IV.11.3vii)

No-TR m

- 20 dias '

R
20 dias —

Figura IV.II.3vii. Disefio experimental

El ID% promedio para cada grupo 20 dias post-TR fue: IDyo.1r = (4+9)% € IDsrr = (447)%.
No se observaron diferencias significativas entre los grupos (t=0.01625, p=ns), lo que
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indica que el grupo entrenado no muestra retencion de la memoria original (figura
IV.11.3viii).
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Figura IV.11.3viii. El grafico muestra el ID% del grupo no entrenado (No-TR) y el entrenados 15
minutos (grupo fTR) (Nno-7r=9 Y Ngr=9).

Luego, en forma andloga al disefio de la figura IV.11.3iv, analizamos los niveles de ARNm
del grupo No-TR y del grupo (TR sacrificados 20 dias post-TR. Estos fueron: ARNmyo.1r =
(1.040.4) y ARNm¢rg = (1.0+0.5) (valores relativos al grupo No-TR). No se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos (t=0.1178, p=ns) (figura IV.11.3ix).
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Figura IV.11.3ix. Valores de ARNm relativos al grupo No-TR (Ny,.71r=8 y ngz=10).

Este resultado indica que al cabo de 20 dias, cuando no se observa retencidn de la
memoria original, los niveles de ARNm de CaMKII& vuelven a los basales.

Los graficos de esta seccidn se resumen en la proxima figura (1V.10viii). Obsérvese la
similitud entre los resultados obtenidos a nivel comportamental y molecular.
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Figura IV.1I.3x. Resumen de las figuras de la seccion IV.II.3.

Por ultimo, estudiamos los tiempos de exploraciéon durante el entrenamiento estandar
y fuerte para todos los experimentos de esta seccidn. Para ello, se realizé un ANOVA
de dos factores, siendo uno de los factores el tiempo de entrenamiento y el otro
factor, el experimento en cuestidn. Al considerar al experimento como un factor, se
analiza si el tiempo de exploracién total pudo haber variado entre experimentos aun
para un mismo tiempo de entrenamiento. El resultado del ANOVA indicé que no hay
interaccion entre ambos factores, que la fuente experimento no aporta variabilidad
distinta de la aleatoria (por lo que se puede agrupar los datos de distintos
experimentos), mientras que la fuente tiempo de exploracién si es un factor de
variabilidad que introduce diferencias significativas en el tiempo total de exploracidn.
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Considerando este analisis, se calcul6 el tiempo de exploracion promedio para cada
tipo de entrenamiento en todos los experimentos. El valor calculado fue: TR:
(13.3+0.9) s y fTR: (17.2+ 0.9) s, respectivamente (F;35,=2.69, p=0.0229), siendo ésta,
una diferencia significativa. Esto indica que el tiempo de exploracién promedio para los
animales entrenados con un protcolo estandar (10 minutos) es significativamente
menor al tiempo de exploracion promedio de los animales entrenados con un
protocolo fuerte).

IV.11.4. RoL DE CAMKII® EN EL MANTENIMIENTO DE LA
MLT.

Habiendo visto en el punto anterior que la expresion del gen de CaMKII6 aumenta
fuera de la ventana de consolidacion de la MLT, nos propusimos estudiar si este
cambio es necesario para el mantenimiento de la pMLT. Para ello, empleamos una
estrategia similar a la del punto IV.lIl.1 en la que disminuimos los niveles de ARNm
luego del entrenamiento inyectando el OC al mensajero de CaMKIIJ, sélo que esta vez
la inyeccién la realizamos 24hs post-entrenamiento. El disefio del experimento se
muestra en la figura IV.I1.4i.

INFUSION INTRAHIPOCAMPAL
Oligo Complementario (OC) u Qligo aleatorio (OA)

= 'n

Figura IV.11.4i. Disefio experimental. Los animales fueron entrenados con un protocolo
fuerte (15 min) y 24hs luego se los traté con OC u OA al ARNm de CaMKII6 (grupo OCy
grupo OA, respectivamente).
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El ID% promedio para cada grupo fue: IDoa = (2944)% e IDoc = (1443)%. Observamos
una disminucién de alrededor del 50% y es significativa (t=2.903, p=0.0082) (figura
IV.11.4ii).
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Figura IV.11.4ii. El grafico muestra el ID% del grupo tratado con OA y el tratado con OC. Los
animales de ambos grupos recibieron protocolos de entrenamiento fuerte (Ny,.;r=10 y Npr=14).
P*<0.005.

La disminucidn intra-hipocampal del ARNm de CaMKII6 24hs post-entrenamiento tuvo
un efecto amnésico sobre la pMLT.

Este resultado indica que CaMKII§ es necesaria para el mantenimiento de la memoria
de largo término persistente.

IV.Il.5 POSICIONAMIENTO NUCLEOSOMAL EN TORNO AL SITIO

KB Y AL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION DEL
PROMOTOR DE CAMKIIJ.
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¢Existe algun cambio epigenético en torno al promotor del gen de CaMKII6 durante la
consolidacién de la MRO o su mantenimiento que acompaiie la transcripcion sostenida
de su ARNm? Anteriormente en el laboratorio se observé que un entrenamiento fuerte
al paradigma NOR induce un aumento en la acetilacidn de histonas en el promotor de
camk2d, en la regiéon regulada por NF-kB (Federman et al.,, 2013). Este tipo de
modificacion en histonas suele ser temporario. En contraposicion, el desplazamiento
nucleosomal tendria una cinética mas lenta, ya que requiere de mucha energia y la
actividad conjunta de varias enzimas para su inducciéon. Ademads, podria tratarse de un
mecanismo mas estable o duradero que la acetilacion de histonas. Con esto en
consideracion, supusimos que el cambio observado en la expresién de camk2d, y que
se sostiene hasta 7 dias luego del entrenamiento, podria estar acompanado de
cambios en el desplazamiento nucleosomal en su promotor. De este modo, decidimos
estudiar el grado de ocupacién nucleosomal en torno a dos sitios claves para la
expresion génica de CaMKIId: el sitio kB que puede actuar como enhancer de su
expresion, y el sitio de inicio de transcripcion (SIT) que tiene que ser reconocido por el
complejo de inicio de transcripcion. El dibujo de la figura IV.II.5iA, representa la idea de
qgue los nucleosomas pueden desplazarse a lo largo del ADN de manera tal de ocupar
sitios claves para la expresién génica, tales como el sitio kB y el SIT. El esquema de la
figura IV.II.5iB muestra el diseno del experimento: se compard el grado de ocupacién
nucleosomal en los sitios kB y SIT entre animales entrenados con un protocolo fuerte
(grupo fTR) y animales no entrenados (No-TR).

A
-~ -~
Sitio xB ST
In-n‘n‘n‘n-n‘n‘nv—l"r—l-!rr-r-'-r-r-r-'-r---r-'-'l'-lllrl:\n'l-'l-'l-'l-'l-rlr-'lrl‘r-l e e e
promotor de camk2d gen camk2d
B
T Andlisis de ocupacidn nucleosomal

== enely el sitio de inicio de
transcripcion y el sitio xB.
t=1h,3h,7dy 20d

Figura IV.I.5i.A. Dibujo representativo del cambio en la posicion de nucleosomas
(circulos celestes) en los sitios kB (naranja) y SIT (bordd) del promotor del gen camk2d.
B. Disefio experimental.
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El estudio se efectud a cuatro tiempos luego del entrenamiento que consideramos de
interés:

1h. A la hora del entrenamiento NF-kB se encuentra posicionado en su sitio kB y se
observa un amento en la acetilacion de las histonas en esta regién (Federman et al.,
2013).

3h. A las 3hs se observé un aumento del ARNm de CaMKII6 (Federman et al, 2013) que
seria necesario para la formacién de memorias persistentes (seccién IV.II.1B).

7d. A los 7 dias post-TR se observa un aumento del ARNm de CaMKII5 (seccion IV.I1.3).

20d: Al dia 20 no se observa retencidn de la memoria original y los niveles de ARNm
vuelven al basal (seccién IV.11.3).

La presencia de nucleosomas en ambos sitios se analizdé tal como se indica en la
seccion 111.9 y la informacidon que se extrae es cantidad de ADN codificando para la
region de interés ocupada por nucleosomas. A continuacion se muestran los
resultados.

IV.11.5.1 Ocupacion nucleosomal en el Sitio kB
1 hora después del entrenamiento

La cantidad de ADN ocupada por nucleosomas y relativa al grupo No-TR es: NoTR =
(1.040.2) y {TR= (0.740.3). Las diferencias no son significativas (t=0.6070, p=ns) (figura
IV.I1.5ii).
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Figura IV.II.5ii. Cantidad de ADN conteniendo la secuencia kB del promotor de CaMKII6
ocupada por nucleosomas. Valores relativos a los del grupo No-TR (Nyo.1r=4 Y Ngrr=4).
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El resultado indica que 1 h post-entrenamiento no hay cambios en la ocupacion
nucleosomal en el sitio kB.

3 horas después del entrenamiento

La ocupacién nucleosomal a las 3hs es: No-TR=(1.00£0.04) y {TR= (1.22+0.04). Las
diferencias son significativas (t=3.655, p=0.0027), lo que indica que el entrenamiento
indujo un aumento del 22% en la ocupacion del sitio kB a las 3hs post-entrenamiento
(figura IV.I1.5iii).
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Figura IV.Il.5iii. Cantidad de ADN conteniendo la secuencia kB del promotor de
CaMKlIlé ocupada por nucleosoma. Valores relativos a los del grupo No-TR (ny,.;z=9 y
Nea=7). P**<0.005.

A las 3hs post-entrenaminto la ocupacion nucleosomal en el sitio kB es mayor para el
grupo TR que para el grupo No-TR.

¢Es la observacion a las 3hs post-TR un fendmeno general para los sitios kB de los
promotores de otros genes? Para resolver esta pregunta estudiamos la ocupacién
nucleosomal de los sitios kB en el promotor del gen grin2a que codifica para una
subunidad del receptor de tipo NMDA vy el gen grial que codifica para una subunidad
del receptor de tipo AMPA. Elegimos estos genes ya que ambos se vinculan con
procesos mnésicos y tienen sitios regulados por NF-kB.

El grado de ocupacion de los sitios kB de los promotores de ambos genes fue: No-
TRympa=(1.0£0.2), fTRympa= (0.8%0.2) y No-TRampa=(1.0£0.2), fTRampa= (0.8%0.1). Las
diferencias en ambos casos no fueron significativas (tnvpa=0.7255, pnmpa=ns;
tampa=0.8251, pampa=ns) (figura IV.11.5iv).
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Figura IV.Il.5iv. Cantidad de ADN conteniendo la secuencia kB del promotor de dos
genes que codifican para subunidades de los receptores de tipo NMDA y AMPA,
respectivamente. Valores relativos a los del grupo No-TR (No.1r, nmpa, avea =5 Y Nfrr nmioa,

AMPA =4)-

Este resultado indica que el aumento en el grado de ocupacidn nucleosomal observado
3hs luego del entrenamiento en el sitio kB del promotor de CaMKII5 es especifico para
este gen.

7 dias después del entrenamiento

La ocupacion nucleosomal el dia 7 post-TR es: No-TR=(1.00+0.08) y {TR= (0.80+0.06). La
diferencias entre ambos valores no es significa (t=1.926, p=ns), lo que indica que 7 dias
post-TR no se observan cambios en la ocupacién nucleosomal del sitio kB (figura
IV.11.5v).
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Figura IV.Il.5v. Cantidad de ADN ocupado por nucleosomas en el sitio kB del promotor
de camk2d. Valores relativos a los del grupo No-TR (Ny,.tr =5 y ngrg =5).

20 dias después del entrenamiento
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La ocupacion nucleosomal al dia 20 post-entrenamiento es: No-TR=(1.0+0.1) y {TR=
(1.3+0.1). Estos valores no son significativamente distintos entre si (t=1.686, p=ns), lo
qgue indica que 20 dias post-TR no se observan cambios en la ocupacién nucleosomal
del sitio kB (figura IV.I1.5vi).
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Figura IV.I1.5vi. Cantidad de ADN ocupado por nucleosomas en el sitio kB del promotor
de camk2d. Valores relativos a los del grupo No-TR (nyo.1z=5 y Ngrr =5).

En conjunto, el entrenamiento fuerte al paradigma NOR indujo un aumento
significativo en la ocupacidon nucleosomal en el sitio kB a las 3hs, pero no 1h luego del
entrenamiento ni 7 o 20 dias.

IV.11.5.2 Ocupacion nucleosomal en el Sitio SIT
1 hora después del entrenamiento

La presencia de nucleosomas en el sitio de inicio de transcripcién, medida como ADN
ocupado por nucleosoma, 1h post-TR fue: NoTR = (1.0£0.4) y {TR= (0.70.3). La
diferencia entre ambos valores no es significativa (t=0.6826, p=ns) (figura IV.Il.5vii).
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Figura IV.Il.5vii. Cantidad de ADN ocupado por nucleosomas en el sitio SIT del
promotor de camk2d. Valores relativos a los del grupo No-TR (Ny,.1r =3 y ngra =5).

3 horas después del entrenamiento

La cantidad de ADN ocupada por nucleosomas vy relativo al grupo No-TR fue: NoTR =
(1.040.1) y {TR= (0.6+0.1). La diferencia es significativa (t=2.459, p=0.0301), lo que
indica que el entrenamiento indujo una disminucidn del posicionamiento nucleosomal
en el SIT (figura IV.I1.5viii).
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Figura IV.Il.5viii. Cantidad de ADN ocupado por nucleosomas en el sitio SIT del
promotor de camk2d. Valores relativos a los del grupo No-TR (Nyo.1r =7 Y Ngrg=7).
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7 dias después del entrenamiento

La ocupacién nucleosomal en el sitio SIT el dia 7 post-entrenamiento resultd: No-
TR=(1.040.3) y fTR= (3.0£0.7). La diferencias es significativa (t=2.528, p=0.0354), lo que
indica que 7 dias post-TR hay un aumento en la ocupacion nucleosomal en el sitio SIT

(figura IV.llix).
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Figura IV.I1.5ix. Cantidad de ADN ocupado por nucleosomas en el sitio SIT del promotor
de camk2d. Valores relativos a los del grupo No-TR (nyo.1z =5 y Ngrr =5).

20 dias después del entrenamiento

La ocupacién nucleosomal el dia 20 post-entrenamiento fue: No-TR=(1.0£0.1) y {TR=
(1.1+0.1). La diferencia no es significativa (t=0.2952, p=ns), lo que indica que 20 dias
post-TR no se observan cambios en la ocupaciéon nucleosomal del sitio SIT como
consecuencia de la exposicién a objetos (figura IV.II.5x).
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Figura IV.Il.5x. Cantidad de ADN ocupado por nucleosomas en el sitio SIT del promotor
de camk2d. Valores relativos a los del grupo No-TR (Ny,.tr =6 y ngrz =8).
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En conjunto, el entrenamiento fuerte al paradigma NOR indujo una disminucion en la
ocupacioén nucleosomal en el sitio SIT a las 3hs del entrenamiento y un aumento a los 7
dias, pero no se observaron cambios a la hora ni a los 20 dias respecto al grupo no
entrenado. En las discusiones se interpretaran estos resultados considerando ademas
los observados para el sitio kB.

IV.11.6 CAMKIIS SE ENCUENTRA PRINCIPALMENTE EN
DENDRITAS, PRE-SINAPSIS Y NUCLEOS DE NEURONAS

HIPOCAMPALES.

Los resultados presentados hasta ahora en esta segunda parte de la tesis apoyan una
participacién clave de CaMKII6 en la formacidon y mantenimiento de memorias de
reconocimiento de largo término persistentes. Estos hallazgos nos llevaron a
preguntarnos cudl es la funcién de CaMKII6 y en qué regidn sub-celular tiene lugar. La
localizacion de una proteina en la célula otorga informacidn sobre su posible funcion,
sobre todo en el caso de las neuronas que, ademdas de los componentes comunes a
todo tipo de célula, presentan dendritas y terminales axdnicos en los que tienen lugar
procesos fisiolégicos y moleculares bien diferenciados.

De este modo, nos propusimos estudiar la localizacién sub-celular de CaMKII6 en
neuronas hipocampales. Para ello incubamos cortes cerebrales de ratén con
anticuerpo contra CaMKII&. Centramos el andlisis en la regién CA1 del hipocampo, area
gue afectamos previamente con las inyecciones localizadas.

Basados en el antecedente de que CaMKII tiene efectos locales sobre espinas y que las
isoformas CaMKIl a y B se encuentran principalmente en dendritas y espinas
excitatorias, decidimos visualizar CaMKII5 en cortes coronales de ratones transgénicos
Thy 1-GFP que expresan la proteina fluorescente GFP en neuronas excitatorias. Esta
proteina se distribuye por toda la neurona, inclusive las espinas, permitiendo localizar
y visualizar con excelente resolucidn las dendritas y terminales post-sinapticas. Cabe
aclarar, que el transgen no se expresa en todas las neuronas, sino que esta disefiado
para expresarse en una poblacién aleatoria de ellas, permitiendo la visualizacién clara
de cada neurona contrastada sobre un fondo homogéneo.

Se realizaron cortes coronales de 40um, se incubaron con anticuerpo para CaMIID (ver
seccion 111.10) y se analizaron con microscopia confocal. A continuacion, en la figura
IV.11.6i, se muestra un ejemplo de las imagenes obtenidas para mostrar la regién de
estudio en relacién con el corte coronal (el corte es un dibujo representativo obtenido
del atlas del cerebro de ratén -Paxinos and Franklin, 2004- y en rosa se indica la regién
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abarcada por el analisis). Ademas se muestra la expresion de CaMKII§ en esta region y
su relacidon con las neuronas marcadas con GFP.

Corte coronal CaMKNis GFP Merge

P

Figura IV.11.6i. A la izquierda se muestra una representacion de los cortes coronales
empleados y en rosa la region estudiada. A la derecha se muestran imdgenes de la
region de interés, obtenidas con el microscopio confocal (20x1.5).

IV.1l.6A Determinacidn de la presencia de CaMKII6 en dendritas

En todas las dendritas analizadas, la presencia de CaMKII6 fue claramente observada
(figura IV.II.6ii). Para determinar por un método analitico la presencia de CaMKII6 en
dendritas se midi6 el perfil de fluorescencia sobre tres areas rectangulares ubicadas a
distinta altura de la dendrita y se compard esta fluorescencia con la emitida por
CaMKII6 fuera de la region abarcada por la dendrita (ver seccidn I11.10C para mas
detalle). Se calculd la relacién CaMKII§ dentro de la dendrita dividido CaMKII6 afuera, y
luego se obtuvo el promedio de esta relacidon en los tres rectangulos. Se considerd que
la dendrita contiene CaMKIIS sélo si la relacién adentro/afuera para cada rectangulo
era mayor a 1, al igual que el intervalo de confianza construido para el promedio de
estos valores. En la figura IV.Il.6ii, se muestra una de las imagenes utilizada en este
estudio en la que se observa una de las regiones analizadas que incluye a la dendrita
junto con la regién elegida para el analisis fuera de la dendrita, a la derecha se muestra
el perfil de fluorescencia para cada area.
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Empleando este procedimiento se encontrd que i) CaMKIIS localiza en dendritas y ii) se
encuentra en todas las dendritas analizadas (8 dendritas en dos cortes de dos animales
distintos).

IV.11.6B.Determinacion de la presencia de CaMKIIb en sinapsis

A continuacion, se realizé un analisis similar sobre la sinapsis que se encuentran en las
ramificaciones de las dendritas. Esta vez, los cortes provenientes de animales Thy1-
GFP fueron incubados con anticuerpos para CaMKII y con anticuerpos para vGLUT-1,
gue se une al transportador de glutamato vesicular-1. La proteina vGLUT-1 se
encuentra en terminales pre-sindpticas excitatorias y es cominmente empleado como
marcador de éstas. De este modo, la estrategia empleada nos permitié delimitar las
regiones pre y post sinapticas y estudiar la presencia de CaMKII6 en cada una de ellas.
Los perfiles de fluorescencia se obtuvieron sobre un rectangulo que incluyera todo el
botén sindptico. Durante la observacion visual de los perfiles se observd que en los
casos en los que CaMKII6 se encontraba claramente en la sindpsis, su patrén de
fluorescencia se asemejaba al de vGlut-1 en la mayoria de los casos. Esto nos sugirié
que CaMKII§ se encontraria predominantemente en la terminal pre-sindptica. A
continuacion, se aplicé un método analitico para calcular la intensidad total de
fluorescencia en la pre- y en la post-sinapsis. Con estos valores se calculd una relacidn
intensidad pre/post que se empled para determinar la presencia de CaMKII§ en cada
uno de éstos empleando el criterio detallado en la seccién 11.10C. Los resultados
obtenidos de este modo se encontraron en buena concordancia con el andlisis
realizado visualmente. Los resultados indican que, del total de las sinapsis estudiadas,
un 46% contenia CaMKIIS6 en terminales pre-sinapticos y un 12% contenia CaMKII6 en
la post-sinapsis (se analizaron 27 sinapsis en dos cortes de dos animales diferentes). En
la figura IV.11.6iii se muestra un ejemplo representativo de una sinapsis analizada y el
perfil de fluorescencia observado. En ella se observa que CaMKII6 esta presente
principalmente en la términal pre-sinaptica.
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En las sindpsis restantes (%42), el analisis indicé que CaMKII§ localiza en ambos
compartimentos con la misma relacién. El analisis visual del perfil de fluorescencia
permitid determinar que en casi todos estos casos CaMKII6 no se encontraba en
ninguno de los dos compartimentos (figura IV.I1.6iv).
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Figura IV.Il.6iv. CaMKIl6 no se localizo en las sinapsis de aproximadamente la mitad
estudiadas. El grdfico muestra el perfil de fluorescencia de GFP (verde), vGlut-1 (azul) y
CaMKllS (rojo) en intensidades arbitrarias.

En conclusion, estos resultados indican que CaMKIIS se encuentra en sinapsis en casi la
mitad de los casos observados, en cuyo caso se localiza principalmente en la terminal
pre-sinaptica.

IV.11.6C. Determinacion de la presencia de CaMKII5 en el nicleo.

Para este analisis, se emplearon cortes coronales de animales salvajes (wild type) que
se tifieron con ioduro de propidio para marcar los nucleos y asi poder estudiar la
presencia de CaMKII§ en este compartimento celular. La figura IV.Il.6v muestra una
imagen representativa, en la que la localizacién nuclear de la proteina es evidente.
Para determinar la localizacién de forma analitica se realizdé un andlisis similar a los
anteriores, pero esta vez la regién de interés elegida fue un rectangulo conteniendo al
nucleo en su interior. Se efectud la relacion dentro/fuera para cada region de interés
(cada nucleo), se calculd una relacién promedio para todos los nucleos (10 nucleos de
dos cortes de dos animales distintos) y se construyd un intervalo de confianza para
esta relacion: IC (relacion dentro/fuera)= [1.20-1.47] (valor de t empleado para
construir el intervalo: togs/2, o= 2.262). El IC es mayor a 1, lo que indica la presencia de
CaMKIlIb en el nicleo.
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En resumen, el andlisis de las imdgenes obtenidas indica que CaMKIlé localiza en
dendritas, en la pre-sinapsis, en algunas post-sinpasis y en el ntcleo de neuronas. En
la seccion siguiente se discutird que informacion se obtiene de estos resultados sobre
la posible funcion de CaMKIlI6 en neuronas en relacion a su rol en la formacion y
mantenimiento de memorias persistentes.
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V. DISCUSION

V.1 ROL DE NF-KB EN LA CONSOLIDACION DE LA MLT

En roedores, NF-KB esta involucrado en la consolidacion de la memoria de diferentes
tareas de aprendizaje (Yeh et al., 2002; Meffert et al., 2003; Freudenthal et al., 2005;
de la Fuente et al., 2014). En el presente trabajo hemos determinado que en ratones
de la cepa CF1, NF-kB se activa a los 45 minutos luego del entrenamiento en el
paradigma NOR y que esta activacion es necesaria para la formacién de la MRO de
largo término. El tiempo de activacién observado es congruente con trabajos
anteriores del laboratorio en los que se observé que ésta alcanza su punto maximo 45
minutos luego del entrenamiento en tareas comportamentales tales como evitacién
inhibitoria (Freudenthal et al., 2005) y condicionamiento de miedo contextual (de la
Fuente et al., 2014). Estas dos tareas son de naturaleza aversiva debido a la utilizacion
de un shock-eléctrico como estimulo no condicionado. Por el contrario, la tarea de
NOR no utiliza un refuerzo aversivo o apetitivo. En conjunto, estos resultados indican
que NF-kB se activa durante la consolidacion de distintos tipos de memoria y con una
cinética similar, destacando la importancia y generalidad de este FT en procesos
mnésicos en el hipocampo.

Por otro lado, los resultados presentados en esta tesis indican que la activacién de NF-
kB durante la consolidacién de la MRO es necesaria para la expresion del gen de
respuesta inmediata ZIF268. Ademads, durante este proceso también se inducen
cambios epigenéticos en el sitio kB del promotor del gen de respuesta tardia CaMKII{,
sugiriendo que su expresién podria estar siendo regulada en parte por dicho FT (ver
seccion V.5.3). Estos resultados indican que durante la consolidacién de la memoria
NF-kB regularia la expresién de genes de respuesta temprana y tardia, y en base al rol
observado para estos en particular (secciones V.3 y V.4), podemos decir que regula la
expresion de genes que afectan la formacidn de la MLT y también su persistencia en el
tiempo. Tal como se menciond al comienzo, el rol de NF-kB en la formacién de
memorias de largo término se encuentra ampliamente documentado, sin embargo,
hasta hace poco no se consideraba que también pudiera afectar componentes
vinculadas a la persistencia de la MLT en formacién. Las primeras evidencias fueron
aportadas por este laboratorio hace unos afos atras, en un trabajo donde se observd
gue la acetilacién de histonas es una marca molecular caracteristica de la formacién de
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MLTs persistentes, que la activacion de NF-kB es necesaria para inducir este proceso y
qgue NF-kB se une a promotores de genes que poseen sus histonas acetiladas
(Federman et al.,, 2013). De este modo, los resultados de esta tesis introducen un
aporte mas a esta observacidn, al presentar una nueva evidencia de que NF-kB estaria
regulando la expresion de camk2d, un gen que participa especificamente de la
formacién de una memoria de largo término persistente.

V.2 REGULACION DE LA EXPRESION DE BDNF DURANTE LA
CONSOLIDACION DE LA MRO

No se encontraron aumentos en los niveles proteicos de BDNF durante la
consolidacién de la MRO. Dada la importancia de BDNF en procesos de plasticidad y
memoria, este resultado contradice las expectativas iniciales. Sin embargo, la
expresion proteica de BDNF es un proceso complejo (Cunha et al., 2010), por lo que a
continuacion pondremos este resultado en contexto y haremos un analisis mas
profundo del tema. Por otro lado, discutiremos este resultado en funciéon de nuestro
objetivo inicial que era estudiar el rol de NF-kB en la regulacién de la expresion de esta
proteina.

V.2.1. Expresion Proteica

Empecemos por comparar este resultado con los antecedentes directos de la
expresiéon de BDNF en la consolidacién de la MRO. Los Unicos trabajos que estudian
cambios en la expresidn proteica de BDNF durante la consolidacién de la MRO fueron
hechos en ratas e indican que 5 minutos de entrenamiento al paradigma NOR inducen
un aumento en los niveles proteicos de BDNF en el darea CA1 durante la consolidacién
de la MRO (Furini et al., 2010; Mello-Carpes et al., 2016). Por otro lado, en la tarea de
Reconocimiento Espontdneo de Localizacion (REL), empleada para evaluar el fendmeno
de separacion de patrones, se encontré que 10 min de entrenamiento indujeron un
aumento en la expresién proteica de BDNF en el giro dentado pero no en CAl y el
aumento se observo solo en los casos en los que el grado de exigencia de la tarea era
elevado (Bekinschtein et al., 2013). Este paradigma comportamental es similar al NOR,
en cuanto a que el roedor es expuesto a objetos que no ha experimentado
previamente, por lo que dada la similitud en la experiencia comportamental
involucrada en ambos paradigmas, podria esperarse una similitud en los eventos
moleculares que las acompafan. En base a estos resultados surgen dos posibilidades
para explicar por qué no se encontré un aumento en la expresién proteica de BDNF en
la presente tesis: i) si el cambio proteico se da solo en la region CA1 o en el giro
dentado, puede que este cambio no se pueda detectar al utilizer en los estudios todo
el tejido hipocampal, y ii) basandonos en el trabajo de Bekinschtein et al., es posible
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gue al haber trabajado con protocolos de entrenamiento fuertes (15 min), éste no
requiera de la expresion de BNDF durante la consolidacién de la memoria, en forma
similar a lo observado en el caso del entrenamiento REL. A favor de esta posibilidad, se
encuentra otra evidencia en la que se ha observado que BDNF no es necesaria para la
fase tardia de LTP cuando se emplean protocolos de estimulacién fuerte, pero si lo es
cuando el protocolo es mas débil (Sakata et al., 2013; Aarse et al., 2016). De este
modo, existen pocas, pero consistentes evidencias de que la expresion y rol de BDNF
podria depender del “nivel de exigencia” de la tarea en cuestion.

A pesar de no haber visto cambios en los niveles proteicos de BDNF, no se puede
descartar que durante la consolidacién estén ocurriendo cambios a nivel de su ARNm.
De hecho existen evidencias de que este tipo de situacién se da para el gen de BDNF
en particular. Dragunow y Walton, observaron que el LTP induce un aumento del
mensajero de BDNF, pero no encontraron cambios a nivel proteico (Dragunow et al.,
1993; Walton et al., 1999). En otro trabajo, se describe un aumento en la expresion del
mensajero para BDNF en el hipocampo durante la consolidacién de la memoria
aversiva, sin cambios en la expresidon proteica (Alonso et al., 2002). Otros trabajos
también observan que la expression de BDNF a nivel de ARN mensajero no
correlaciona con su expression proteica (Nanda and Mack, 2000; Pollock et al., 2001)
¢Acaso esta evidencia indica que el ARNm de BDNF no se traduce rapidamente a
proteina? No necesariamente. EI ARNm para BDNF codifica en realidad para un
precursor de BDNF, pre-pro-BDNF, que se cliva a pro-BDNF y a continuacién a BDNF,
por ello muchas veces suele referirse a esta ultima proteina como BDNF maduro
(Cunha et al., 2010). Una posibilidad es que la expresién del gen esté induciendo un
cambio proteico en los precursores de BDNF y no necesariamente en su version
madura. Existen pocas evidencias, y en algunos casos contradictorias, respecto al
tiempo de vida media de los precursores de BDNF, a su secrecion y a su expresion o rol
en plasticidad y memoria (revisado por Barker, 2009). Se ha documentado que la
expresion de pro-BDNF es transitoria (Matsumoto et al., 2008; Dieni et al., 2012) y que
el clivaje del precursor a BDNF maduro afecta la adquisicion y extincion de la memoria
de condicionamiento de miedo (Barnes and Thomas, 2008). Ademads se vinculd a pro-
bdnf con la facilitacién de LTD, aunque esta observacién fue mas adelante puesta en
tela de juicio (Matsumoto et al., 2008).

En conclusion, dada la importancia de esta proteina en fendmenos de plasticidad,
aprendizaje y memoria, y considerando su rol como gen de respuesta temprana,
creemos que seria muy interesante estudiar la cinética del procesamiento del ARNm
de BDNF a proteina madura y si esta se ve afectada en procesos de aprendizaje y
memoria. En el presente trabajo no encontramos cambios a nivel de BDNF maduro,
pero no podemos descartar que el gen se esté transcribiendo o incluso traduciendo a
algunos de sus precursores, como fue mencionado anteriormente.
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V.2.2. Regulaciéon por NF-kB.

BDNF estd propuesto como un gen de respuesta temprana (IEG por sus siglas en inglés,
Immediate early gene) (Lanahan and Worley, 1998; Hermey et al., 2013). En general, la
expresion proteica de los IEG se da inmediatamente a continuacién de su expresion
génica (Kovacs, 2008). Siguiendo esta linea de razonamiento, se hipotetizdé que evaluar
cambios en los niveles proteicos de BDNF durante la consolidacion de la memoria era
una buena aproximacién para estudiar si NF-kB regula la expresion del gen durante
este proceso. Con esto en consideracién, el hecho de no haber observado un aumento
en la expresién proteica del gen implicaria que hay probabilidades del que el gen no se
esté transcribiendo y que, en consecuencia, NF-kB no esté regulando al mismo durante
la consolidacion de la MRO. Sin embargo, en funcion de los procesos comentados en el
punto anterior, en el caso de BDNF existen varios eventos moleculares entre la
transcripcion de su ARNm y su expresion a proteina madura (que fue la evaluada). La
transcripcion en si de este gen es compleja, ya que sufre splicing alternativo a partir de
9 exones distintos por lo que su expresion se encuentra estricta y diferencialmente
regulada (seccién 1.15.3). En consecuencia, nuestros resultados no descartan que el
gen se esté transcribiendo durante la consolidacién de la MRO. Si quisieramos
determinar si NF-kB regula este proceso, podriamos inhibir la activaciéon de este FT
inmediatamente después del entrenamiento y estudiar la expresion de su ARNm a
partir de una secuencia conservada entre los distintos productos de splicing, o bien a
partir de cierto exdn en particular, de manera de aprender mas acerca de la regulacién
gue tiene lugar en el promotor de este gen durante la consolidacién de la memoria
(Lubin et al., 2008).

V. 3. REGULACION DE LA EXPRESION DE ZIF268 DURANTE LA
CONSOLIDACION DE LA MLT

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que los niveles proteicos de
ZIF268 aumentan durante la consolidacion de la memoria de reconocimiento de
objetos en el hipocampo, con una cinética comparable a la de la activacidon de NF-kB, y
gue este aumento proteico es necesario para la consolidacidon de la MRO. Por ultimo,
hallamos que la expresiéon de ZIF268 es dependiente de la actividad de NF-kB,
cumpliendo asi con uno de nuestros objetivos principales de esta tesis que es
identificar y caracterizar genes regulados por NF-kB durante la consolidacién de la
MRO.
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V.3. 1. Expresion Proteica

Nuestros resultados muestran que los niveles proteicos de Zif268 en el nucleo
aumentan transitoriamente 45 min después de la exposicidon a objetos novedosos, es
decir durante la consolidacién de la MRO. Existen varios trabajos documentando que la
expresion de ZIF268 es rapidamente inducida luego de eventos de plasticidad sindptica
(LTP) y aprendizaje (detallado en la introduccidn, revisado por Veyrac et al., 2014). Sin
embargo, la evidencia orientada a estudiar la expresidon de Zif268 especificamente
durante la consolidaciéon de la memoria de reconocimiento de objetos es escasa. En
particular, en ratas se demostré que la expresion de ZIF268 en el giro dentado
aumenta durante la consolidacion de la MRO (Soulé et al., 2008) y que la exploraciéon
espacial de objetos novedosos desencadena la fosforilacidn, acetilacién, y metilacién
de histonas en el promotor de zif268 en el hipocampo (Graff et al., 2012). En conjunto,
estas evidencias estdn en linea con nuestros resultados y sugieren que la exploracion
de objetos novedosos induce la expresidon de este gen. El aumento proteico de ZIF268
fue transitorio, ya que a los 90 minutos vuelve a sus niveles basales. Esta dindmica
transitoria en su expresion también se ha documentado a nivel de ARNm (Hermey et
al., 2013) e indica que la expresion de este gen se encuentra altamente regulada.

Por otro lado, en el presente trabajo hemos demostrado que la expresién de ZIF268
luego del entrenamiento es necesaria para la formacién de una MRO de largo término.
Su relacién funcional con esta tarea ya habia sido previamente observada en ratones
knock-out para Zif268 que presentaban déficits en la MRO de largo termino (Bozon et
al., 2002). Sin embargo, este estudio no permite dilucidar dénde (en qué estructura
cerebral) ni cudndo (qué fase de la memoria) es importante este gen. De este modo,
nuestros resultados son la primera evidencia de que en el hipocampo ZIF268 tiene un
rol clave en la consolidacion de la MRO. Ahora bien, ¢ Cudl es exactamente su funcién?
Si bien este estudio esta fuera del alcance de la presente Tesis, considerando que
ZIF268 es un factor de transcripcion esta claro que su principal funcién estd vinculada a
la expresidn génica, y a juzgar por nuestros resultados, estos genes deben ser claves
para la formacion de la MLT. Actualmente no hay una identificacidn clara de cuales son
los genes regulados por este FT en el sistema nervioso. La evidencia disponible se
obtuvo induciendo la sobre-expresiéon de ZIF268 y realizando analisis gendmicos o
protedmicos a gran escala (James et al., 2005; Baumgartel et al., 2009). Ambos
sugieren que Zif268 regula predominantemente la expresion de genes que codifican
para proteinas relacionadas con el proteasoma, lo que fue confirmado en un estudio
posterior (James et al., 2006). En base a estas evidencias, es posible que el papel de
Zif268 en la formaciéon de la memoria sea mantener el equilibrio correcto entre
proteinas nuevas y viejas que participan en la traza mnésica, ya que previamente se ha
demostrado que la actividad del proteasoma participa en diferentes formas de
plasticidad (Obin et al., 1999; Speese et al., 2003; Juo and Kaplan, 2004) y memoria

143



(Merlo and Romano, 2007; Jarome et al., 2011; Kaang and Choi, 2012; Fustinana et al.,
2014).

V.3.2. Regulacion por NF-kB.

Durante la consolidacion de la MRO, la expresion de ZIF268 concuerda temporalmente
con la activacion de NF-kB y la inhibicion de la activacion de este ultimo FT disminuye
los niveles proteicos de ZIF268. Este Ultimo resultado indica que la expresion de ZIF268
es dependiente de la activacion de NF-kB durante la consolidacién de la MRO en el
hipocampo. Este es el primer trabajo mostrando que esta regulacién tiene lugar
durante procesos mnésicos, en particular la consolidacién de la MRO.

Por ultimo, nuestros resultados no nos permiten determinar si NF-kB regula la
expresion de ZIF268 de manera directa, uniéndose a su promotor, o de una manera
mas indirecta. Sin embargo, dado que la unién de NF-kB al promotor de Zif268 ya se ha
probado anteriormente ((Thyss et al., 2005; Deckmann et al., 2012) y que la expresién
de ZIF268 es inducida rapidamente, es probable que NF-kB este regulando la expresion
de este gen en forma directa. El préoximo paso sera elucidar esta situacién analizando
la presencia de NF-kB en el promotor de Zif268 mediante experimentos de inmuno-
precipitacion de la cromatina (ChIP, por sus siglas en ingles).

V.4. REGULACION DE LA EXPRESION DE CAMKIIS

V.4.1. CaMKIl§, éla isoforma subestimada?

Existen numerosos trabajos que estudian la importancia de CaMKII, en particular de
las isoformas a y B, en fendmenos de plasticidad y memoria (Lucchesi et al., 2011;
Coultrap and Bayer, 2012; Liu and Murray, 2012; Hell, 2014 revisado en Ataei et al.,
2015). Recientemente, se obtuvieron las primeras evidencias sugiriendo que la
isoforma y tendria un rol en la sefializacion de calcio nuclear (Ma et al., 2014,). Sin
embargo, no hay, a nuestro entender, trabajos que hayan estudiado el rol de CaMKII5
en este tipo de procesos. El motivo por el cual esta isoforma no recibié suficiente
atencidn parece estar en el hecho de que en el sistema nervioso central se expresan
predominantemente las isoformas a y B (que ademas son exclusivas del cerebro),
mientras que CaMKII§ se expresa con mayor abundancia en otros tejidos, tales como
el musculo cardiaco (Gray and Heller Brown, 2014; Bangaru et al.,, 2015). Estas
particularidades probablemente impulsaron a que las isoformas a y B fueran las
primeras en ser estudiadas en el SNC, hecho que se vio ain mas fomentado luego del
descubrimiento de la localizacién del RNA mensajero de CaMKIlla en espinas.
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V.4.2. Rol de CaMKIIé durante la consolidacion de la MRO.

En esta Tesis inhibimos la expresion de CaMKIId que tiene lugar durante la
consolidacién de la MRO y vimos que esto tuvo un efecto amnésico sobre la formacién
de una MLT persistente (pMLT, 7 dias) sin afectar la formacion de la MLT (24hs)
(seccion IV.11.1). Estos resultados indican que la expresién de CaMKIId durante la
ventana de consolidacidn participa de procesos que afectan componentes vinculadas a
formas persistentes de la MLT. Este resultado es novedoso por dos motivos, primero
porque el rol que le adjudica a CaMKII§ es distinto al observado para otras isoformas
durante este proceso (seccion 1.17) y segundo porque indica que no todos los procesos
moleculares que tienen lugar durante la consolidacion son exclusivamente funcionales
a la formaciéon de una MLT, sino que ya en esta etapa ocurren procesos que
determinaran la persistencia de esta MLT en el tiempo. Esta es la segunda vez que
observamos que durante la consolidacién se define (por lo menos en parte) la
persistencia de la MLT en formacién; en un trabajo anterior mostramos que la
acetilacién de histonas durante la consolidacién esta especificamente involucrada en la
formacién de pMLT y que camk2d es uno de los genes cuyo promotor se acetila en
este proceso (Federman et al., 2013).

V.4.3. Rol de CaMKIId en mecanismos de mantenimiento de la
MRO.

Los resultados de los puntos IV.1l. 3y 4 indican que:

i) La expresidn del ARNm de CaMKIId permanece inducida hasta por lo menos
7 dias luego del entrenamiento.

ii) Esta induccién es consistente con la retencién de la memoria, ya que a los 7
dias los niveles de ARNm para el grupo que recibid un entrenamiento
standard dejan de ser significativamente distintos a los del grupo no
entrenado. Este mismo grupo no presenta un nivel de retencién
significativo a una semana del entrenamiento. Por el contrario, el grupo que
recibié un entrenamiento fuerte que genera una memoria que persiste
hasta 7 dias muestra una expresion sostenida del mensajero que sélo
disminuye a niveles basales a los 20 dias, cuando se pierde la retencion de
la memoria original.

iii) La expresidén de CaMKIIS es necesaria para el mantenimiento de la memoria
ya que su inhibicion en el hipocampo fuera de la ventana de la
consolidacién produce un efecto amnésico a los 7 dias.
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Estos resultados sientan precedente por diversos motivos. En primer lugar son la
primera evidencia de que CaMKII§ es una quinasa clave en procesos que afectan el
mantenimiento de la memoria. En segundo lugar, es una de las pocas evidencias de
que la expresion de un gen puede mantenerse inducida hasta 7 dias luego de una
experiencia comportamental. La mayoria de los cambios de expresién estudiados hasta
el momento indican que, en el hipocampo, estos tienen lugar dentro de las primeras
48 hs post-entrenamiento (revisado en Bekinschtein et al., 2010). En otras estructuras
el Unico caso encontrado en el que se observan cambios sostenidos en la expresidon
génica, es un estudio en el que se observd que la expresion de PKMC aumenta en la
corteza insular hasta siete dias después del entrenamiento (Shema et al., 2011). Por
otro lado, nuestros resultados concuerdan con estudios realizados en el sistema
nervioso periférico en los que se observaron aumentos persistentes en la expresion de
mensajero de CaMKII6 luego del dao al tejido nervioso (Xiao et al., 2002; Bangaru et
al., 2015). Sorprendentemente, en estos trabajos se observaron aumentos hasta 28
dias luego de la lesidn, indicando que los cambios en la expresién pueden ser
sostenidos por aun mas tiempo que el observado en esta Tesis, y albergando la
posibilidad de que entrenamientos mas fuertes que los empleados aqui induzcan
cambios que persistan hasta mas de 7 dias.

V.5. DINAMICA DEL POSICIONAMIENTO NUCLEOSOMAL.
¢UNA POSIBLE MARCA DE GENES INVOLUCRADOS EN CAMBIOS
PERSISTENTES?

La expresién sostenida observada para CaMKIId nos llevd a hipotetizar que deberia
haber algun cambio epigenético en el promotor de este gen que explicara estos
resultados. Existen una vasta cantidad de mecanismos epigenéticos que han sido
previamente involucrados en la formacién y mantenimiento de la memoria
(mencionados en la introduccién, revisado por Guan et al., 2015; Zovkic and Sweatt,
2015). El remodelamiento nucleosomal es un ejemplo de un mecanismo epigenético
gue resulta, en parte, de la combinacién de éstos y conduce a cambios en la naturaleza
o la posicién del nucleosoma (secciones 1.10, .11). De este modo, en lugar de proponer
gue el aumento en la expresion de CaMKII§ se encuentra acompafiado de un cambio
epigenético particular, supusimos que éste se debe a un conjunto de modificaciones
epigenéticas que llevarian a cambios en la posicidn del nucleosoma y en consecuencia
propusimos que el entrenamiento modificaria la posicion (u ocupacién) nucleosomal
en regiones regulatorias claves del promotor de camk2d. Ademas propusimos que dos
sitios claves serian el sitio kB y el sitio de inicio de transcripcion (SIT).
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Los resultados obtenidos indican que en el sitio kB la ocupacién nucleosomal aumenta
durante la consolidacion de la memoria, especificamente a las 3hs (no se observaron
cambios en los otros tiempos estudiados). Esto sugiere que los cambios en este sitio
estarian regulando la expresion del gen camk2d, y resalta la importancia de NF-kB en
este proceso. Por otro lado, no se observaron cambios en la ocupacidon nucleosomal en
los sitios kB de genes que codifican para subunidades de los receptores AMPA y
NMDA. Estos genes son regulados durante la consolidacién de la MLT y también son
dependientes de la activaciéon de NF-kB (seccién 1.6, Kaltschmidt and Kaltschmidt,
2015), en consecuencia, este resultado sugiere que el desplazamiento nucleosomal
observado en el sitio kB durante la consolidacidon de la MRO es espécifico para el gen
camk2d.

En cuanto al analisis realizado sobre el sitio SIT, se observd que la ocupacion
nucleosomal disminuyd durante la consolidacion de la memoria y luego aumentd a los
7 dias del entrenamiento, en la etapa que seria afectada por procesos vinculados al
mantenimiento de la traza. Estos resultados son muy novedosos, en primer lugar
porque es la primera evidencia de que este tipo de modificaciones (cambios en la
ocupacion nucleosomal) tienen lugar luego de una experiencia comportamental y en
segundo lugar porque es la primera vez que se observan cambios tan sostenidos en
una modificacién epigenética en el hipocampo. Los mecanismos epigenéticos
estudiados hasta el momento involucran cambios en las modificaciones post-
traduccionales de proteinas, variantes de histonas, metilacion del ADN y activacion de
proteinas remodeladoras dependientes de ATP ((Federman et al., 2013; Vogel-Ciernia
et al., 2013; Zovkic et al., 2014; Maze et al., 2015, entre otros). Anteriormente se han
mostrado cambios epigenéticos que tienen lugar 7 o incluso 30 dias después de un
entrenamiento (Zovkic et al., 2014), pero en estos casos las modificaciones se
observaron en corteza y en el marco de la consolidacién sistémica. Por lo tanto, esta
seria la primera vez que se demuestra que tales regulaciones epigenéticas pueden
perdurar tanto tiempo en el hipocampo. Por otro lado, es destacable que este
mecanismo de regulacién tenga lugar durante procesos moleculares vinculados a la
consolidacién y mantenimiento de la memoria, sugiriendo que el factor comun seria
afectar la persistencia de la MLT en el tiempo.

V.5.1. Importancia de los sitios de union de factores de
transcripcion y el sitio SIT.

El grado de posicionamiento de un nucleosoma en determinada region del genoma es
variable. Algunos genes poseen nucleosomas altamente posicionados (“en fase” o
estables) y en otros la posicion del nucleosoma es inestable (“desfasados” o
dindmicos) (liang and Pugh, 2009). El posicionamiento nucleosomal depende
considerablemente de la secuencia de ADN en cuestion, asi como de la unidon de
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factores de transcripcion y la accién de proteinas remodeladoras (introducido en
1.11.2, Struhl and Segal, 2013).

Por otro lado, el posicionamiento nucleosomal en el promotor de un gen varia segun
se trate de un gen inducible o constitutivo. La hipdtesis en boga sugiere que los genes
inducibles presentan un promotor “rico” en nucleosomas, de manera tal de garantizar
una transcripcion basal baja y que cuando la célula se activa se reclutan factores que
facilitan el remodelamiento nucleosomal afectando su posicidn en esta regién e
induciendo la expresion del gen. En cambio, los genes constitutivos poseen menos
secuencias regulatorias en su promotor y la configuracién nucleosomal es tal que el
promotor se encuentra predominantemente libre de nucleosomas (Field et al., 2008;
Bai and Morozov, 2010), garantizando una transcripcidon constante. Esto indica que la
expresion del gen se vera afectada no solo por el grado de ocupacién nucleosomal sino
ademas por la cantidad o tipo de secuencias regulatorias presentes en el promotor.
Ademas, basdndonos en estos datos y nuestros resultados sobre cambios de expresion
y remodelamiento nucleosomal, podriamos suponer que camk2d se trata de un gen
inducible.

Las regiones de ADN que poseen secuencias consenso para FTs son sitios que regulan
la expresion génica y en los que se observan cambios epigenéticos que modifican la
accesibilidad de éstos al ADN. Un estudio muestra que en estos sitios se observan
cambios en la acetilacién de histonas que correlacionan con zonas sensibles a la ADNsa
I, lo que indica que las regiones que poseen secuencias consenso para FTs tienen poca
presencia nucleosomal (Guertin et al., 2012). En un trabajo previo, mostramos que el
entrenamiento de NOR induce la acetilacién de histonas en el sitio kB en torno al
promotor de camk2d. Esta observacién nos llevd a suponer que la accesibilidad a su
secuencia consenso también se veria afectada por el grado de ocupacidon nucleosomal.
En este mismo trabajo, se encontré que NF-kB se une a su sitio kB 1 h luego del
entrenamiento. En esta tesis vimos que a las 3hs la ocupacion nucleosomal en este
sitio aumentd. Este resultado indica que la experiencia comportamental introduce
cambios dindmicos en sitios de unién a FTs, en particular, el sitio kB. Se supone
ademads que estas modificaciones estarian impactando sobre los niveles de expresiéon
génica, pero tal como se comentara mas adelante, alun no probamos esta relaciéon
directa.

Otra de las regiones mas estudiadas en el posicionamiento y ocupacion nucleosomal es
la region dentro y adyacente al SIT. Se sabe que la posicién del primer nucleosoma que
se encuentra rio abajo del SIT suele ser bastante estable, mientras que lo contrario
ocurre para el primer nucleosoma rio arriba (Jiang and Pugh, 2009; Bai and Morozov,
2010). Anteriormente se ha destacado la relevancia de la ocupacién nucleosomal en
este sitio en Plasmodium vy levaduras (Tirosh and Barkai, 2008; Ponts et al., 2011).
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Nuevamente, los resultados obtenidos en nuestro trabajo indican que la ocupacion
nucleosomal en esta regién se encuentra fuertemente regulada como consecuencia de
la experiencia comportamental.

V.5.2. Ocupacion nucleosomal. ¢ A favor o en contra de la expresion
génica?

¢Afectan estos cambios la expresion del gen? ¢Como lo hacen? En la actualidad no es
posible interferir la ocupacidon nucleosomal en un sitio particular de manera especifica,
por lo que no pudimos estudiar cdmo este cambio epigenético en cada uno de los
sitios afecta la expresién del gen. A continuacidn, describiremos lo que se sabe hasta el
momento respecto de la relacién entre este proceso y la expresién génica.

De acuerdo a la bibliografia, los cambios en la expresién génica como consecuencia de
la presencia de un nucleosoma dependen del sitio particular que se esté ocupando. A
continuacion, mencionaremos lo que se sabe para los sitios kB y SIT.

Sitio kB

En general, se ha observado que la presencia de un nucleosoma en secuencias
consenso para FTs modula negativamente la expresiéon del gen en cuestién, llevando al
silenciamiento o a una disminucién en la cinética de expresion (Bai and Morozov,
2010). En algunos casos, se ha observado que cierta clase de FTs pueden unirse a sus
sitios blanco aun en presencia de nucleosomas sin la necesidad de llevar a un cambio
en la posicidon del mismo (Ballaré et al., 2013; Struhl and Segal, 2013). Esto tiene lugar
probablemente gracias al reclutamiento de proteinas remodeladoras de la cromatina
gue introducen cambios en la unién ADN-histona y exponen ciertas regiones dentro
del nucleosoma en cuestién. De este modo, pareceria ser que la presencia de un
nucleosoma podria o bien disminuir la cinética de expresién, o bien aumentarla si el
mismo se utiliza como “plataforma” de unién al ADN, por ejemplo cuando son
reconocidas las marcas post-traduccionales de histonas. El caso de NF-kB es muy
particular y uno de los mas estudiados, ya que se ha observado que el mismo podria
unirse a su secuencia consenso aun en presencia del nucleosoma y su cinética de
regulacion no se veria afectada (Angelov et al., 2004). Sin embargo, un trabajo mas
reciente del mismo autor indica que la unién a su secuencia consenso solo es posible si
la misma se encuentra en los extremos del nucleosoma y no en la region central (Lone
et al,, 2013).

Considerando que NF-kB se une a este sitio 1h post-entrenamiento (Federman et al.,
2013), una posible interpretacién de los resultados es que inicialmente no se requieren
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cambios en la ocupacién nucleosomal en torno al sitio kB para que la union del FT
tenga lugar, sin embargo unas horas mas tarde, aumentaria la ocupacién en este sitio
de manera tal de regular la expresiéon dependiente de NF-kB probablemente de
manera negativa. Una forma de evaluar si la ocupacion nucleosomal en el sitio kB
observada a las 3hs post-entrenamiento afecta la afinidad de unién del mismo seria
comparar la presencia de NF-kB en dicha secuencia a las 3hs post-entrenamiento entre
animales entrenados y no entrenados o bien entre animales sacrificados a la hora
(cuando NF-kB esta unido al sitio) y a las 3 horas post-entrenamiento (cuando se ve el
cambio nucleosomal), mediante la técnica de inmunoprecipitacion de la cromatina.

Sitio SIT

En el caso del sitio de inicio de la transcripcién, la expresiéon génica tiende a
correlacionar negativamente con la presencia de nucleosomas, ya que la unién de la
ARN Polll y los factores generales de transcripcion es mas voluminosa y se encuentra
estéricamente mas impedida (Bai and Morozov, 2010; Ponts et al., 2011). Sin embargo,
nuevamente, la literatura no apunta a una direccién univoca ya que, por ejemplo, un
estudio hecho a gran escala en el genoma de levaduras indica que la ocupacién
nucleosomal en este sitio estd vinculada a un incremento en la plasticidad
transcripcional, que puede darse tanto a favor como en contra de la expresién del gen
asociado (Tirosh and Barkai, 2008). Este trabajo ademas aporta un dato interesante en
cuanto a que se observé que la expresién de los genes que poseen un alto grado de
ocupacidon nucleosomal en su sitio SIT son mas sensibles a cambios en la expresién
asistidos por remodelamiento nucleosomal.

En nuestro caso, nosotros vimos un cambio opuesto en la ocupacién nucleosomal en el
sitio SIT (desocupado a ocupado), entre las 3hs y los 7 dias luego del entrenamiento.
En principio, esto sugeriria un cambio en la expresidn, y uno esperaria que fuese en
favor de la expresién al principio y del silenciamiento o disminucién de la cinética de
expresion al final, ya que con el correr de los dias, los niveles de ARNm para CaMKII
bajan (vuelven al basal a los 20 dias). Sin embargo, nuestros resultados indican que los
niveles de ARNm a los 7 dias luego del entrenamiento siguen siendo mayores a los del
grupo control. Una interpretacion de estos resultados es que la cinética de
transcripcion cambid, pero el gen no fue completamente silenciado o bien que el
ARNm cuantificado no proviene de ARN recientemente sintetizado. Para resolver esta
cuestién, podrian analizarse los niveles del pre-ARNm 7 dias luego del entrenamiento
(ARNm en proceso de transcripcion), cuando la ocupacién nucleosomal aumenta vy
estudiar si estos son mayores o iguales a los del grupo entrenado o si son menores a
los observados a tiempos anteriores.
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Como conclusién de esta seccion, los cambios en la ocupacion nucleosomal son clave
en la regulacion de la expresién génica pero es dificil predecir en que direccién
afectaran la expresion (Chereji and Morozov, 2015). En particular, nuestros resultados
no nos permiten predecir el efecto que la ocupacién nucleosomal en cada sitio tiene
sobre la expresion de camk2d, sin embargo si queda claro, de lo expuesto mas arriba,
que este cambio estd directamente vinculado a la regulacién génica o plasticidad
transcripcional, que evidentemente tiene lugar en el gen de camk2d hasta una semana
luego del entrenamiento.

V.5.3. Rol de NF-kB en la regulacion de la expresion de CaMKIIb

Cabe seialar, que en esta tesis no se realizdé un experimento funcional que permitiera
definir que efectivamente NF-kB regula la expresion de CaMKII& durante la
consolidacion de la MRO. Los resultados obtenidos indican solamente que la ocupacion
nucleosomal en el sitio kB cambia como producto del entrenamiento. Sin embargo,
estos resultados se suman a observaciones previas en las que se encontré que NF-kB
se une a este sitio durante la consolidacion de la MRO (Federman et al., 2013) y que
ademas son consistentes con un trabajo publicado recientemente en el que se observa
un aumento en la union de este FT al promotor de camk2d luego de la exposicidon a un
ambiente enriquecido (Neidl et al., 2016). En conjunto, estos resultados son una fuerte
evidencia de que NF-kB regularia la expresién de CaMKIId en este proceso. Una forma
de probar esto fehacientemente seria inhibiendo la activacién de NF-kB durante la
consolidacién de la MRO y evaluando si esto afecta los niveles de ARNm medidos a las
3hs post-entrenamiento.

V.5.4. Cambios en la ocupacidon nucleosomal como un mecanismo
exclusivo de genes vinculados a MLTs persistentes.

La pregunta con la que se inicia la seccion V.5. es “atractiva”, pero también ambiciosa.
Se origina en el hecho de que las modificaciones en el posicionamiento del
nucleosoma son energéticamente muy costosas e involucran la accién cooperativa de
factores de transcripcion, complejos remodeladores de nucleosomas y otras
modificaciones epigenéticas (Teif et al., 2013; Meagher, 2014). En consecuencia, los
cambios introducidos en la expresidon génica podrian ser mas duraderos y quizas
especificos de entrenamientos fuertes, ya que estos inducen un mayor grado de
cambios epigenéticos, tal como la acetilacidon de histonas (Federman et al., 2013). Una
forma de evaluar si este proceso es especifico de genes vinculados a la formacion y
mantenimiento de memorias persistentes seria estudiar si también se observa en
genes que son necesarios para la formacion de la MLT exclusivamente.
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V.6. LOCALIZACION SUB-CELULAR DE CAMKIIS Y POSIBLES
FUNCIONES

Una pregunta relevante que surge en este punto es como contribuye CaMKll&elta a la
formacién y mantenimiento de memorias persistentes. En esta tesis dimos los
primeros pasos en direccidn a responder esta pregunta, estudiando la localizacion sub-
celular de esta isoforma en neuronas piramidales del hipocampo.

V.6.1. Dendritas

Los estudios de inmunofluorescencia sobre cortes cerebrales de animales transgénicos
gue expresan GFP en algunas de sus neuronas piramidales nos permitieron determinar
gue CaMKII& se encuentra presente en todas las dendritas estudiadas. En algunos
casos también se observd la presencia de CaMKII6 en espinas dendriticas. Existen
numerosos antecedentes documentando la presencia de las isoformas a y B en espinas
dendriticas (Liu and Jones, 1997; Shen et al., 1998; Shen and Meyer, 1999; Ahmed et
al., 2006). Debido a CaMKIl puede formar estructuras homo- o heteroméricas, es
posible que la isoforma & esté presente en dendritas y espinas como parte de una
proteina multimérica que contiene también las isoformas a y B.

V.6.2. Pre-sinapsis

La presencia de CaMKII6 en aproximadamente la mitad de las terminales presinapticas
estudiadas fue novedosa y concluyente. A pesar de que existen evidencias solidas a
favor de que la enzima CaMKIl en la pre-sinapsis tiene un rol crucial en procesos de
plasticidad sinaptica, LTP y liberacién de neurotransmisores (Ninan and Arancio, 2004;
Lu and Hawkins, 2006; Wang, 2008), aun no se ha estudiado la funcién especifica de la
enzima en este compartimento en memoria y se sabe poco acerca de la presencia de
cada isoforma en la pre-sinapsis. Los estudios disponibles indican que las isoformas a,
By vy se encuentran en vesiculas sindpticas y que CaMKlla se encuentra en algunas pre-
sinapsis excitatorias asimétricas (axo-dendriticas o axo-somaticas) (Liu and Jones,
1996, 1997; Takamori et al., 2006; Liu and Murray, 2012). De este modo, nuestros
resultados son la primera demostracion de que CaMKIId estd presente en terminales
pre-sindpticas excitatorias, en particular en sinapsis simétricas (axdn-espina). Algunas
de las principales funciones que se le adjudican a CaMKIl en la pre-sinapsis, y que
nosotros proponemos podrian estar siendo llevadas cabo por la isoforma 6 en
particular, son fosforilar la sinapsinal presente en las vesiculas sindpticas y los canales
de calcio voltaje dependientes (Cay2.1) pre-sindpticos. La accién de CaMKIl sobre
sinapsina permite el desprendimiento de ésta del citoesqueleto y aumenta el pool de
vesiculas disponibles en el espacio pre-sinaptico, mientras que la fosforilacién del canal
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CaV2.1 desacelera su inactivacion favoreciendo la liberacion de neurotransmisores
(Wang, 2008).

Por ultimo, pero no menos importante, el hecho de que CaMKII6 no se encuentre en
todas las sinapsis estudiadas es una observacién que merece ser destacada. En cultivo
celular de neuronas hipocampales se ha observado que la traslocacion de las isoformas
a y B a la densidad post-sindptica es modulada por la actividad neuronal y la
polimerizacién de actina (Shen and Meyer, 1999; Ahmed et al., 2006). Estos
antecedentes permiten especular con la posibilidad de que la translocacién de
CaMKII6 a la sinapsis también sea modulada por la actividad neuronal, y que por ello
no la hayamos encontrado presente en todas las sinapsis estudiadas. Nuestro analisis
también arrojé evidencia de que CaMKII5 se localiza en algunas sinapsis. En conjunto,
estas observaciones son llamativas y potencialmente utiles, ya que por ejemplo,
sugieren que podria emplearse a CaMKII& como marcador de terminales activas. En
conclusién, nuestros resultados son una primera aproximacién al tema y llaman a
profundizar su investigacion en el futuro.

V.6.3. Nucleo

La tincion de cortes cerebrales con ioduro de propidio nos permitié determinar la
presencia de CaMKII§ en el nucleo de neuronas piramidales. En el sistema nervioso
central, su expresion nuclear fue documentada anteriormente en células granulares
cerebrales (Takeuchi et al., 1999), pero esta es la primera evidencia mostrando su
presencia nuclear en neuronas piramidales del hipocampo. Algunas variantes de la
isoforma & tienen sefal de localizacion nuclear y su rol en esta organela ha sido
descripto en otros tejidos, tal como el musculo cardiaco (Gray and Heller Brown,
2014). Recientemente, se identificd que la activacion neuronal induce la translocacién
nuclear de la isoforma y que también contiene secuencias de localizacién nuclear (Ma
et al., 2014). De este modo, es posible que la translocacién de la isoforma & al nucleo
se dé por la presencia de una secuencia de localizaciéon nuclear en su secuencia de
aminodcidos, o bien, asistida por la isoforma y. Su presencia en el nicleo puede darnos
algunos indicios de cual seria su funcién celular. Por ejemplo, la la isoforma y
transporta Ca?*/calmodulina de la sinapsis al nucleo, activa la fosforilacion de CREB y
de este modo induce la expresion génica (Ma et al., 2014), por lo que CaMKII6 podria
estar acompaiiando este proceso. Por otro lado, se encontré que CaMKII5 fosforila a la
histona H3 y a la desacetilasa HDAC4 (Little et al., 2007; Zhang et al., 2007; Awad et al.,
2015). Particularmente, en células del corazéon se ha demostrado que CaMKII6
interactia con HDAC4 (tanto en el nucleo como en el citoplasma), pero no con HDAC5
o HDAC9 (todos miembros de la familia Clase Il de las HDACs), induciendo asi su
exportacion nuclear y afectando la transcripcion génica (Little et al., 2007; Zhang et al.,
2007). Curiosamente, la translocacidon nucleo-citoplasma de HDAC4 en el sistema
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nervioso central depende de la activacion de receptores glutamatérgicos y la cascada
de sefializacién de Ca”, eventos que son desencadenados por procesos mnésicos
(Sando et al., 2012; Schlumm et al., 2013). Ademas, HDAC4 es uno de los subtipos de
HDAC mas estudiados en eventos de plasticidad y memoria. En general, las
desacetilasas se vinculan con mecanismos que llevan a una disminucién en la
expresion génica y en particular para el caso de HDAC4, se ha encontrado que esta
enzima regula un programa de transcripcion esencial para la plasticidad sinaptica y
memoria (Sando et al., 2012; Koppel and Timmusk, 2013). Por otra parte, la pérdida
selectiva de HDAC4 pero no HDACS en el cerebro induce deficiencias en el aprendizaje
dependiente del hipocampo y su importancia en fenédmenos de memoria y plasticidad
sindptica de largo término se encuentra conservada entre distintas especies,
incluyendo Drosophila y Caenorandithis (Wang et al., 2011; Fitzsimons et al., 2013;
Schwartz et al., 2016). De este modo, podria ser que durante la formacién y
mantenimiento de MLTs persistentes CaMKII6 trasloque al nucleo, fosforile a la
histona H3 y a HDAC4 (induciendo su translocacién al citoplasma) e introduzca asi
cambios sostenidos en la expresién génica.

V.7. FORMACION Y MANTENIMIENTO DE__MEMORIAS
PERSISTENTES: RETOMANDO LA HIPOTESIS DE CRICK.

Tal como mencionamos en la introduccion, Crick postulé que para que la memoria
perdure en el tiempo tienen que haber cambios plasticos en la sinapsis y mecanismos
enzimaticos que se sostengan de forma auténoma, de manera tal de mantener los
cambios sinapticos. A la luz de nuestros resultados, proponemos que CaMKII6 es una
de estas enzimas que estaria expresandose de manera sostenida y regulando
mecanismos celulares que permiten mantener los cambios introducidos durante la
consolidacién de la MLT. Su rol nuclear seria clave en este proceso ya que sugiere que
esta enzima puede introducir cambios en la expresion génica. El hecho de que se lo
vincule con la fosforilacion de H3 y HDAC4, le da aln mas fuerza a esta hipétesis, dado
gue estas modificaciones podrian afectar la expresién de un gran numero de genes
haciendo que CaMKII& sea un regulador maestro de la expresion génica. Ademas,
muchos de los genes cuya expresion se ve modulada por la histona HDAC4 vy la
fosforilaciéon de H3 son claves en procesos mnésicos que afectan la persistencia de la
memoria de largo término, entre estos se destacan: CaMKlla, Homerl, Arc y Zif268
(Bekinschtein et al., 2010; Besnard et al., 2014; Reul, 2014). El programa génico
afectado por HDAC4 también involucra proteinas de liberacién vesicular y canales de
calcio dependientes de voltaje, por lo que puede que CaMKII® tenga un rol especial
regulando los mecanismos que mantienen activa la pre-sinapsis (Sando et al., 2012).
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Una de las cosas que aun queda por resolver es como estaria perpetuando CaMKII& su
propia expresion. Aunque no hay evidencias de que HDAC4 o la fosforilaciéon de H3
regulen la expresién de camk2d, es posible que estas interacciones sean parte de los
engranajes moleculares implicados en sostener el aumento en la expresidon de
CaMKII6. Una secuencia de eventos que podria estar teniendo lugar es que la
activacion de CaMKII6 durante la consolidacién induzca la fosforilacién de las proteinas
HDAC4 y H3 que a su vez introducirian cambios en la expresidn génica que favorezcan
la expresion de CaMKII&. A partir de alli, la expresidn seria perpetuada gracias a la
translocacidon nuclear de CaMKII§, de manera tal que la expresién de CaMKII6
generaria un mecanismo de feed-back positivo sobre su propio gen.

Por otro lado, nosotros encontramos que la inhibicién de la expresién de CaMKII a las
24hs del entrenamiento, tiene un efecto amnésico en la memoria evaluada a los 7 dias.
Una pregunta que nos queda por resolver es ¢qué habriamos observado si el testeo lo
hubiésemos realizado a las 24hs? Una opcion es haber obtenido el mismo resultado
que durante la consolidacion, es decir que la memoria a las 24hs de la inhibicién de
CaMKII6 no se vea afectada. Tal como se menciond en la introduccion, ya se ha
observado que inhibir procesos moleculares que tienen lugar 24hs luego de un
entrenamiento, tiene un efecto especifico sobre la memoria que se expresa a tiempos
mas largos (Katche et al., 2010, 2012b). Ademads, nosotros observamos un aumento del
ARN mensajero de CaMKII§ y en un trabajo reciente se demostrd que inhibir la sintesis
de ARNm en el hipocampo 24hs luego de un entrenamiento no afecta la retencién a
las 24hs pero si a los 7 dias (Katche et al., 2010). De este modo, una posibilidad es que
los mecanismos que participan de la formaciéon y mantenimiento de memorias de largo
término persistentes no tengan un efecto directo sobre la memoria que va a
expresarse al dia siguiente, sino que estan destinados a introducir cambios cuyos
efectos se evidencian a tiempos mas largos. De hecho, es llamativo que existe una
vasta cantidad de trabajos que estudian el fendmeno de reconsolidacion vy
documentan que en animals cuya memoria no es re-activada la administracion intra-
hipocampal de distintos agentes amnésicos, entre ellos inhibidores de sintesis proteica
y de diversas quinasas, 24 hs después del entrenamiento no afectan la retencién de la
memoria 24hs luego (48hs después del entrenamiento) (Debiec et al., 2002; Kelly et
al., 2003). Un caso en el que si se observé un efecto amnésico a las 24hs de interferir
con un proceso de mantenimiento es el de PKM, proteina que se postula como uno de
los mecanismos enzimaticos sostenidos autonomamente en el tiempo y que
mantienen la traza mnésica (seccion 1.8, Sacktor, 2008). La inyeccién del inhibidor de
PKM, ZIP, una vez finalizada la ventana de la consolidacion de la MLT es amnésico a
las pocas horas de su administraciéon y también 24hs luego (revisado en Kwapis and
Helmstetter, 2014). Sin embargo, recientemente se ha propuesto que el inhibidor ZIP
tiene un efecto inespecifico sobre otras quinasas ademas de PKMT y que este péptido

disminuye la actividad neuronal espontanea (Kwapis and Helmstetter, 2014; LeBlancq
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et al., 2016), por lo que los resultados observados empleando este inhibidor se han
puesto en discusion. Fuera de los resultados observados con el inhibidor inespecifico
ZIP, no hay evidencias de que la inhibicién de PKMU tenga efecto a las 24hs del
tratamiento.

Por otro lado, équé habriamos observado si hubiesemos inhibido la expresién de
camk2d a tiempos mas largos? Los trabajos realizados con la proteina PKM{ muestran
gue si se la inhibe aun hasta tres meses luego de una experiencia comportamental que
induce la formacién de una memoria persistente, se observa un efecto amnésico sobre
la memoria original (Shema et al., 2009, Shema et al., 2011). Este resultado estaria en
linea con una idea que supone que si uno afecta un mecanismo de mantenimiento en
cualquier momento luego de la consolidacion de la MLT se des-estabiliza la traza
original y se pierde la retencién de la memoria (Sacktor, 2012). Nosotros, proponemos
gue el mismo efecto se observaria si se inhibe la expresidon de camk2d aun varios dias
después del entrenamiento.

Resumiendo, proponemos que:

i) La expresién sostenida de camk2d es un mecanismo molecular destinado a
mantener la traza mnésica de memorias persistentes.

i) Interferir con este proceso afectara la retencion a tiempos mas largos que 24hs.

iii) Si se afecta la expresion de camk2d en cualquier momento luego de la
consolidacién de la MLT, se perdera la retencién de la memoria original.

V.7. DEL ROL DEL HIPOCAMPO EN EL PARADIGMA NOR

Para finalizar, analizaremos la importancia de la estructura hipocampal en la formacién
y almacenamiento de la memoria de reconocimiento de objetos. A pesar de que
existen numerosas evidencias demostrando la participacién del hipocampo en este
proceso, aun existe cierto debate al respecto. En particular la discusidén se centra en el
hecho de si el hipocampo desempefia un papel significativo en la memoria de
reconocimiento de objetos o si la estructura principal en este tipo de memoria es la
corteza peririnal (Albasser et al., 2010; Brown et al., 2012; Brown and Aggleton, 2001).

Nuestros resultados indican que el entrenamiento en el paradigma de NOR indujo
cambios en la expresidon génica y proteica y que los tratamientos farmacolégicos
realizados en estas estructuras disrumpieron la MLT asi como la pMLT. Estos
resultados aportan evidencias contundentes de la participacion del hipocampo en la
formacién y mantenimiento de la memoria de reconocimiento de objetos. Sin
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embargo, no podemos descartar que hayan también otras estructuras participando en
estos procesos, y que la memoria sea almacenada en estas areas.

En la actualidad, existe una postura que sostiene que la corteza perirhinal procesaria
informacién vinculada a la identidad del objeto, mientras que el hipocampo procesaria
exclusivamente informacion del contexto en el que se encuentra el objeto. De este
modo, el hipocampo no seria necesario para reconocer un objeto en si, sino para
reconocer, por ejemplo, un cambio en su posicidon o un cambio en el contexto. Si esto
fuera asi, la intervencién en el hipocampo no deberia afectar la retencion de la
memoria en la tarea de NOR empleada aqui, ya que el objeto se reconoceria
empleando la informaciéon codificada en la corteza perirhinal. Sin embargo,
claramente, este no fue el caso.

Recientemente, fue propuesta una hipdtesis muy interesante que conciliaria las
diferencias observadas entre los estudios que destacan la relevancia de la corteza
perirrinal en esta tarea y aquellos que han demostrado que el hipocampo también es
fundamental para estos procesos. Estos autores proponen que el factor critico que
determina cuando es necesaria una u otra estructura no se encuentra en la
informacién categdrica o cualitativa procesada por éstas, sino en la cantidad de
informacién adquirida durante la experiencia comportamental. De este modo, la
memoria formada por entrenamientos cortos o débiles en los que se adquiere poca
informacién (probablemente en su mayoria vinculada a caracteristicas del objeto
novedoso), serian dependientes de la corteza perirhinal. Sin embargo, en sesiones o
entrenamientos mas extendidos, en los que la informacién adquirida es mayor e
involucraria caracteristicas del objeto pero también del contexto, la informacién seria
dirigida de la corteza perirrinal al hipocampo, donde se asociaria con la informacién
contextual y de este modo, la estructura relevante pasaria a ser el hipocampo (Cohen
and Stackman, 2015).
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VI. CONCLUSION GENERAL Y
PERSPECTIVAS A FUTURDO

A lo largo de esta tesis encontramos que:

- Durante la consolidacién de la memoria de largo término, NF-kB regula la
expresion de genes de respuesta inmediata y tardia, mas especificamente
ZIF268 y CaMKIIé.

- El entrenamiento en la tarea de NOR no induce la expresion proteica de BDNF
durante la consolidacion de la memoria.

- La expresion proteica de ZIF268 aumenta de manera rdpida y transitoria
durante la consolidacion de la MRO y esta es necesaria para la formacién de
una MLT.

- Durante la consolidacion, el mensajero de CaMKIIb se expresa con una cinética
tardia que se sostiene hasta varios dias luego de la experiencia
comportamental. Su expresidn es necesaria para la formacién y mantenimiento
de MLT persistentes. Esta proteina se encuentra principalmente en dendritas,
terminales pre-sindpticas y el nucleo.

- La ocupacién nucleosomal en sitios regulatorios del promotor de camk2d es un
mecanismo dindmico que se ve afectado por la experiencia comportamental
hasta varios dias luego del entrenamiento.

- Todos estos cambios moleculares se observaron en el hipocampo del raton,
destacando la importancia de esta estructura en el almacenamiento de la
memoria de reconocimiento de objetos.

Ademas de los experimentos que se plantearon en las discusiones y que refinarian aun
mas nuestro estudio, en el futuro creemos que seria muy interesante estudiar la
relacion entre estos procesos que afectan la duracién de la memoria de largo término
y los procesos que tienen lugar en estructuras de la corteza y que participarian de la
consolidacion sistémica. Por ejemplo, ées posible que los cambios de expresidn
observados para CaMKII6 en el hipocampo hayan contribuido a introducir cambios
fisioldgicos y moleculares en las estructuras de la corteza que participan de la
consolidacién sistémica?
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VIiI. APENDICE

VII.1 ANALISIS DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS OC Y OA PARA
ZIF268

A continuacion se muestran los resultados de la busqueda de complementariedad a
ARN (total) o ADN gendmico con la herramienta online Nucleotide BLAST de NCBI para
el oligonucledtido complementario y el oligonucledtido aleatorio, respectivamente. La
herramienta online analiza homologia (secuencia idéntica) y complementariedad
(secuencias complementarias) entre secuencias. Los resultados son plasmados en una
tabla generales ordenada en forma descendiente, primero figura el resultado con
mayor homologia o complementariedad. Por otro lado, se muestra aparte un detalle
de los resultados en los que indica si las secuencias son homdlogas o complementarias.

VII.1A Oligonucleétido Complementario.

A continuacién se muestran los resultados del andlisis de complementariedad sobre
los transcriptos de la especie Mus Musculus.
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Los resultados de la figura VII.1i muestran que el OC es 100% complementario (Ident:
100%) al ARNm de Egr-1, que es otra denominacién para Zif268, y que se une en su
totalidad unicamente a este ARNm (Query Cover: 100%). Luego se observa que tiene
una homologia del 77% con varios ARN no codificantes (ncRNA)y con el ARNm para la
quinasa Tlk-1, sin embargo, en este caso las secuencias son homodlogas y no
complementarias (figura VII.1.ii).

PREDICTED: Mus musculus tousled-like kinase 1 (Tik1), transcnpt variant X3, mRMNA
Sequence 10: fefiXM_O0E255150 3| Length: 4114 Number of Matches: 1

Range I: 3914 to 3927 QenBank GEphics

SCore Expect Identities Gaps
28.2 bits{14) 314 14/14{100%) 0/14{0%%) w

el 111
Sejet 3912 AGTTGTCCATGRTG 3027

EDownload v Gaoflank Gaphics

PREDICTED: Mus musculus tousled-like kinase 1 (Tik1), transcript variant X2, mRMNA

Sequence 10: efiXh 006499189 3 Length: 4260 Number of Matches: 1

Range 1: 4060 o 4073 GanBank Grap

PCS

Soare Expect Idenities Gaps Strand
26.2 bits(14) 3.4 14/14{100%) 0/14{0%) Plus/Plus
Query & ATISTCCATAGTE 17

RRARAARRENEAN
Ehjct 4050 AGTTETCCATGGTE 4073

PREDICTED: Mus musculus tousled-like kinase 1 (Tik1), transcript variant X1, mRNA

Sequence ID: EfXM 006455188 3] Length: 3958 Number of Matches: 1

Range 11 3758 1o 3771 Gur k

MRS SXIphecy

Score Expect Identities Gaps Strand
28.2 bits(14) 3.4 1414 10095 ) 0/ 14{0%%) Plus/Mis
Query & TF}?EI'TCI'-I.--T:‘GTI:' 17

|Re 11810
Skjct 3758 AGTTGTCCATGGTG 3TN

Figura VII.1ii. Resultados obtenidos luego del estudio de complementariedad del OC para
Zif268. El circulo en rojo sefiala la informacion que indica que las secuencias son homdlogas.

Para los casos restantes, el valor E (E value en inglés), que es un estimador de la significancia
de la homologia o complementariedad de bases (cuanto mas pequefio sea el valor, mas
significativo), es dos ordenes mayor al valor E para Zif268 por lo que se considerd que la

complementariedad del OC a Zif268 es significativamente mayor que para estos casos
restantes.

VII.1B Oligonucledtido Aleatorio.

La figura VII.1iii muestra los resultados del andlisis de complementariedad para el OA.
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Tal como se observa en la figura, el OA no tiene complementariedad total con ningun
transcripto. La mayor homologia se observa con el ARNm para la proteina MAGUK,
pero aun en este caso, el valor E indica que esta unidn tiene poca significancia. De este
modo, se considerd que este OA no tiene complementariedad significativa a ningun
ARNm y por ende no deberia interferir con la expresién de algin gen.

VII.2 ANALISIS DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS OC Y OA PARA
CAMKIIO,

VII.2A Oligonucledtido Complementario.

A continuacién se muestran los resultados del andlisis de complementariedad (figura
VII.2i)
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Los resultados de la figura VII.2i muestran que el OC es 100% complementario (Ident:
100%) al ARNm de CaMKII§ y que se une en su totalidad Unicamente a este ARNm
(Query Cover: 100%). Luego se observa que tiene una homologia del 75% con la
proteina Rftn2, sin embargo, en este caso las secuencias son homdlogas y no
complementarias (plus/plus), ademas el valor E es 3 6rdenes de magnitude mayor. De
este modo, se concluye que la union de este OC a CaMKII§ es significativamente mayor

que para otros transcriptos.

VII.2B Oligonucledtido Aleatorio.

La figura VII.2ii muestra los resultados del analisis de complementariedad para el OA.
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Considerando los valores maximos de homologia entre secuencias (65%) y el elevado valor E
(entre tres y cuatro érdenes de magnitud mas grande que para los casos en los que hay
complementariedad significativa), se considerd que el OA disefiado no es significativamente
complementario a otro transcripto por lo que no interfiere con la expresién de otro gen.
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