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Estudio de la expresion de glicanos y glicosiltransferasas en el cerebro de

ratas expuestas a paradigmas de aprendizaje

Resumen

Dado el caracter dinamico de la maquinaria de glicosilacion y su participaciéon
en el sistema nervioso, en la presente Tesis estudiamos la expresién de estructuras
oligosacéridas y la expresion génica de glicosiltransferasas en el cerebro de ratas
luego de la exposicibn a dos modelos inductores de plasticidad neural: el
Enriquecimiento Ambiental y el aprendizaje de Evitacidn Inhibitoria..

La estimulacién ofrecida por el Enriquecimiento Ambiental claramente
modifico el perfil génico de algunos componentes de la O-glicosilaciéon tipo mucina.
Por otra parte, luego del entrenamiento en Evitacién Inhibitoria la expresion génica
de varias O-glicosiltransferasas parecié ser regulada de manera diferencial en
respuesta al aprendizaje. Ademas, los perfiles génicos de algunas de estas
glicosiltransferasas parecieron estar diferencialmente reguladas dependiendo de
qué fase de la formacién de la memoria estaba siendo estudiada.

Esta tesis doctoral se ha enfocado principalmente en la O-glicosilacion del
cerebro de rata y se han observado resultados interesantes sobre el perfil de
algunos genes de (glicosiltransferasas asociados previamente a patologias en
humanos, como distrofias musculares congénitas. El entendimiento de los factores
que modulan a los glicanos neurales en respuesta a modelos inductores de
plasticidad podria aportar una mayor comprension sobre la fisiologia de un
organismo, especialmente en casos de deficiencias en la glicosilacion que
involucran defectos y anormalidad en el cerebro.

Palabras clave: glicosiltransferasas, O-glicosilacion, enriquecimiento ambiental,

evitacion inhibitoria, sistema nervioso central.



A study of the expression of glycans and glycosyliransferases in the

brain of rats exposed to learning paradigms

Abstract

Given the highly dynamic character of the glycosylation machinery and its
involvement in the nervous system, in the present dissertation we studied the
expression of oligosaccharide structures and gene expression of O-
glycosyltransferases in the rat brain after exposure to two neural plasticity-inducing
models, the Environmental Enrichment model and the Inhibitory Avoidance Task.

The stimulation offered by the Enriched Environment clearly modified the
gene profile of some components of the mucin-type O-glycosylation, some of which
were previously known to be involved in certain pathological conditions of neural
plasticity. On the other hand, after training in the Inhibitory Avoidance task the gene
expression of several O-glycosyltransferases seemed to be differentially regulated in
response to learning. Furthermore, the gene profiles of some of these
glycosyltransferases seemed to be differentially regulated depending on which
phase of memory formation was being studied (consolidation or reconsolidation).

This dissertation has focused mainly on the O-glycosylation in the rat brain
and interesting results have been obtained regarding the gene profile of some
glycosyltransferases known to be associated to neural pathological conditions in
humans, such as congenital muscular disorders. Understanding the regulation of the
brain glycosylation pathways in response to plasticity-inducing models could provide
mechanistic insights into the physiology of an organism, especially in those cases
where glycosylation deficits engage abnormal brain defects.

Keywords: glycosyltransferases, O-glycosylation, enriched environment, inhibitory

avoidance task, central nervous system.
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Introduccién

1. 1. Glicobiologia

La glicobiologia, definida en su sentido mas amplio, es el estudio de la
estructura, biosintesis, biologia y funcion de los azlcares o glicanos en un
organismo. El proceso de glicosilacion es muy interesante desde el punto de vista
del contenido de informacion ya que tiene el potencial de producir un gran niumero
de estructuras quimicas por procesos de combinacién: cada monosacarido tiene
varios posibles sitios de formacién de un enlace glicosidico con otros glicanos, y la
configuracion de cada uno de estos enlaces (o 0 B) ofrece la posibilidad de
complejizar los patrones de ramificacion de la estructura oligosacarida. De esta
manera, los glicanos son de las moléculas con mejor capacidad de codificaciéon y
poseen gran potencial de informacién contenido en estructuras muy compactas
(Laine, 1994; Varki et al, 1999).

Las superficies celulares de las células de mamiferos estan decoradas con un
complejo y denso arreglo de estructuras oligosacaridas conjugadas mediante un
enlace covalente a proteinas (glicoproteinas y proteoglicanos) y lipidos (glicolipidos)
(en conjunto denominados glicoconjugados). Dentro de los eventos
postraduccionales mas comunes (como fosforilacién, acetilacién, etc), la
glicosilacion es la forma de modificacion postraduccional predominante que ofrece
un nivel mayor de complejidad al proteoma humano, conformado por
aproximadamente 30000 proteinas, un numero sorprendentemente bajo (Venter et
al, 2001). Ademas, mas del 50% de las proteinas totales estan glicosiladas, de
acuerdo a estimaciones basadas en la base de datos SwissProt (Apweiler et al,
1999). Esto justifica que en los ultimos afos se haya acuiado el concepto de
glicdmica, un importante dominio emergente detras, por ahora, de la gendémica y

protedmica.




Introduccién

1. 1. 1. Biosintesis

Al contrario de otras macromoléculas como los acidos nucleicos y proteinas,
la biosintesis de glicanos no depende de un molde — es decir, que una simple
lectura del genoma o del proteoma no brindard ninguna informacion sobre el
conjunto total de glicanos en un sistema. De hecho, la biosintesis de las estructuras
oligosacaridas sobre un polipéptido o un lipido sigue un camino complejo en el cual
intervienen varios factores que determinan los productos finales, resultando en

perfiles de glicosilacion caracteristicos.

Tales factores, los cuales difieren bastante en tipos celulares y especies, incluyen
(Hubbard, 1988):

- Las acciones concertadas de glicosiltransferasas altamente especificas.

- Concentracién y localizacion celular de moléculas donantes nucleétido-
azucar.

- Localizacion de glicosidasas y enzimas accesorias.

- Disponibilidad de moléculas aceptoras.

- Ofros.

La biosintesis de glicanos esta dirigida primariamente por enzimas
denominadas glicosiltransferasas (GTs) (Rini et al, 2009), las cuales transfieren la

parte carbohidrato de una molécula donante a una aceptora (ver Tabla 1).




Glicosittransferasas

donante glicano

Moléculasdonantes

CMP-acido Sidlico
GDP-fucosa
GDP-manosa
UDP-glucosa
UDP-galactosa
LDP-xilosa
UDP-GlcNAC
UDP-GalNAc
UDP-acidoglucuranico
Dolicol-P-glucosa
Dolicol-P-manosa
Dolicol-P-P-{glucosas-manosag-GlcNAC)

Muoléculaaceptora > Aceptor glicosilado

+
Mucleatido o isoprenoide-P

Muoléculas aceptoras

Oligosacdridos
Monosacaridos
Proteinas

Lipidos [ceramidas]
ADN

Tabla 1. Esquema de una reaccion de glicosilacion general, en el cual una glicosiltransferasa utiliza una

Introduccién

molécula donante (indicada en la lista) sobre una serie de moléculas aceptoras. (Adaptado de Varki et al, 1999)

En eucariotas, la glicosilacion de proteinas generalmente involucra la adicién

covalente de glicanos a residuos de Serina (Ser), Treonina (Thr) o Asparagina
(Asn). La glicosilacién de proteinas ha sido clasificada en dos principales vias de
biosintesis, la N- y la O-glicosilacion (Figura 1) (ver mas adelante punto 1.2 Tipos de

glicosilacion).
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Figura 1. Resumen de las dos principales formas de glicosilacion, N- y O-glicosilacién. La N-

/(

glicosilacion (N-GIcNAc) comienza en el Reticulo Endoplasmatico (RE) con la transferencia de un oligosacarido
preformado a medida que la proteina emerge del ribosoma en el lumen del RE y continda en el Golgi. Por el
contrario, todos los pasos de la O-glicosilacién (O-GalNAc) ocurren en el Golgi. Por simplicidad, se muestra
solamente un sitio de gliosilacién por proteina. Adaptado de Freeze, 2006).
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1. 1. 2. Glicosiltransferasas

Un punto clave de regulacion de la biosintesis de glicanos es el control de la
expresién de glicosiltransferasas (GTs), de su especificidad de sustrato, y de su
localizacién tejido-especifica. Muchos trabajos indican la importancia de las GTs en
una variedad de eventos durante el desarrollo y diferenciacién celular al igual que en
situaciones de enfermedad.

Las GTs constituyen un gran grupo de enzimas que participan de manera
secuencial en la biosintesis de oligosacaridos, polisacaridos y glicoconjugados
(Taniguchi et al, 2002). Son particularmente abundantes las GTs que catalizan la
transferencia de un residuo de azucar a partir de un donante nucle6tido-azucar de
alta energia a moléculas aceptoras precursoras especificas, formando enlaces
glicosidicos lineales o ramificados (Figura 2).

Figura 2. Modelado de cintas representativo de una glicosiltransferasa en accion. El nucleétido-
azucar esta representado en el centro, correspondiendo en este caso a UDP-GalNAc y la enzima
es al,4 N-acetilhexosaminiltransferase de raton. Adaptado de Pedersen et al, 2002).

De manera general, las GTs actuan de manera secuencial, de tal manera que
el producto oligosacarido de una enzima rinde un producto que sirve a su vez como
el sustrato aceptor de la siguiente accidén de otra glicosiltransferasa. El producto final
es un polimero lineal y/o ramificado compuesto de monosacaridos unidos uno al otro
(Paulson et al, 1989).
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La expresion de GTs parece estar regulada por varios factores principalmente
a nivel transcripcional en varios tejidos. Se ha reportado que la exposicién de
fibroblastos dérmicos en cultivo a radiacion UV produce cambios transcripcionales
de varias glicosiltransferasas de proteoglicanos (PG) y glicosaminoglicanos (GAG)
(Shin J et al, 2011). Esta caracteristica de regulacién diferencial probablemente
resulte del efecto de que muchos de los genes de GTs estan conformados por
multiples regiones promotoras especificas en la region 5 (Saito et al, 1995; Koyama
et al, 1996), ademas de la presencia de secuencias para varios factores de
transcripcion (Kang et al, 1996; Yu et al, 2004).

1. 2. Tipos de glicosilacion

Los azucares que estan asociados a proteinas pueden ser clasificados en
dos grupos principales: N-glicanos y O-glicanos.

En los N-glicanos, el extremo reductor del residuo N-acetilglucosamina
(GIcNAc) esta unido al grupo amida de Asparagina (Asn), formando de esta manera
un enlace aspartilglicosilamina. En los O-glicanos, los azlcares son adosados a los
grupos hidroxilo (OH) de los aminoacidos Serina o Treonina (Ser/Thr) en la cadena
polipeptidica.

Asimismo, las estructuras totales de los N- y O-glicanos pueden dividirse en:
- Una estructura central o core.

- Porcidn externa de la cadena glicosidica, la cual determina la diversidad.
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1. 2. 1. N-glicanos

Aunque las estructuras finales de este grupo tienen un alto grado de
variabilidad, todas comparten una estructura comun central o core, porque todos los
tipos de N-glicanos (oligomanosa, complejos e hibridos, Figura 3) son sintetizados a
partir de un precursor unico que se origina en el Reticulo Endoplasmatico (RE) en
una via biosintética comun que diverge solamente en procesamientos posteriores en
el aparato de Golgi, donde se generan varias estructuras terminales (Varki et al,
1999).

Oligomanosa Complejo Hibrido

B GlcNAc @ Man O Gal AFuc €@ Sia

Figura 3. Estructuras de N-glicanos. Todos los N-glicanos comparten la estructura central o
core encerrada por las lineas punteadas. Los azUcares externos a este core, son los que
generan diversidad estructural. Adaptado de Varki et al, 1999.

1. 2. 2. O-glicanos

Dado que varios tipos de azucares pueden formar enlaces O-glicosidicos con
residuos de Ser/Thr en la cadena polipeptidica, las estructuras core de los O-
glicanos presentan mayor variedad que los N-glicanos, pero son generalmente

oligosacéridos de menor tamafo. Los azucares que se encuentran en enlaces O-
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glicosidicos en células neurales son: N-acetilgalactosamina (GalNAc), Manosa

(Man), Fucosa (Fuc) y N-acetilglucosamina (GIcNAc) (Figura 4).

"

SenThr

W GalNAc @ Gal ) GlcMNAc

SerThr

SernfThr Serﬂ‘hr Sern'hr
Core1

., Sia

SerThr

SenThr
Core2
fi=]

@ Man

AFuc

sgrn'hrgé Sarﬁnrg SenThr ____s SenThr

Figura 4. Representacién de tipos de O-glicosilacion. Las cuatro estructuras centrales o core

de O-glicanos presentes en células neurales estan indicadas con lineas punteadas. (A) O-

glicosilacion tipo mucina, (B) O-manosilacion, (C) O-GlcNAc y (D) O-fucosilacion.

A continuacién se detallard brevemente los tipos de O-glicosilacion:

1. 3. O-glicosilacién tipo mucina

Los O-glicanos que se originan a partir del enlace GalNAc a1- con Ser/Thr

(formando el epitope O-GalNAc, ver Figura 4) se encuentran en numerosas

glicoproteinas de membrana y de secrecion y son particularmente abundantes en

mucinas. Las mucinas constituyen un grupo heterogéneo de glicoproteinas que

portan O-glicanos, de ahi que el nombre de este tipo de glicosilacion lleva su
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nombre (Hanish 2001). Las glicoproteinas con O-glicanos tipo mucinas participan en
una variedad de interacciones biolégicas durante el desarrollo y en enfermedades,
tal como angiogénesis (Xia et al, 2004), formacién de tumores (Kim et al, 1996) y
respuestas inflamatorias (revisado en Tian & Ten Hagen, 2009).

En la biosintesis de estos glicanos, iniciada en el Aparato de Golgi, participan
un grupo de enzimas denominadas polipéptido N-acetilgalactosaminiliransferasas
(ppGalNACT), las cuales transfieren GalNAc a partir de la molécula donante UDP-
GalNAc a los residuos de Ser o Thr de la proteina sustrato, formando asi el enlace

GalNAc a1-O-Ser/Thr (también conocido como antigeno Tn).

El glicoepitope O-GalNAc inicial puede ser posteriormente modificado
mediante la adicién de azucares (Gal, GIcNAc o GalNAc) y asi formar diversas
estructuras, clasificadas en cores, reguladas por varias glicosiltransferasas
especificas, indicadas en la Tabla 2:

g | Gmewm

Antigeno Tn GalNAcuSer/Thr

Antigeno Tn sialidado Siau2-6GalNAcuSer/Thr

Core 1 (AntigenoT) Galp1-3GalNAcuSer/Thr

Core 2 GIcNACP1-6(Galp1-3)GalNAcuSer/Thr
Core 3 GlcNAcp1-3GalNAcuSer/Thr

Core 4 GIcNACP1-6(GIcNACP1-3)GalNAcaSer/Thr
Core 5 GalNAcol-3GalNAcuSer/Thr

Core6 GlcNAcp1-6GalNAcaSer/Thr

Core 7 GalNAcul-6GalNAcuSer/Thr

Core 8 Galal-3GalNAcuSer/Thr

Tabla 2. Detalle de las estructuras de los nucleos o cores de O-glicanos tipo mucina y sus
modificaciones posteriores.
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1. 4. O-manosilacion

La O-manosilacion ha sido conocida en su mayoria como una modificacion en
proteinas de la pared celular en levaduras (Strahl-Bolsinger et al, 1999). En
mamiferos, sin embargo, la O-manosilacion no es un tipo comun de modificacion
postraduccional, y hasta ahora se ha descripto un niumero limitado de glicoproteinas
que portan modificaciones con O-manosa, en el cerebro, nervios y muasculo

esquelético (Endo, 1999).

Las enzimas protein O-manosiltransferasas tipo 1 y 2 (Pomt1 y Pomt2,
respectivamente) inician la adicién del azicar manosa en enlace tipo O- a residuos
de Ser/Thr en la cadena polipeptidica (Manya et al, 2004), una reaccién conservada
en eurcariotas, desde hongos hasta mamiferos (Lommel & Strahl, 2009).

En relacién a la presente tesis, es interesante destacar que ciertos tipos de
distrofia muscular congénita (CMD, por sus siglas en inglés Congenital Muscular
Dystrophy) se observan cuando ocurre algun defecto en la O-manosilacién: se ha
reportado que mutaciones en los genes que codifican para POMT1 y POMT2 son
causantes del Sindrome de Walker-Warburg (WWS), un desorden del desarrollo
autosoémico recesivo asociado con CMD y varias alteraciones en el sistema nervioso
central (SNC), tal como defectos en la migracién neuronal y anormalidades oculares
(Beltran-Valero de Bernabé et al, 2002; van Reeuwijk et al, 2005).

Otra glicosiltransferasa involucrada posteriormente en la O-manosilacion es
Pomgnt1, responsable de la adicion de GlcNAc a O-manosa (GlcNAca1-2 a Mana1-
Ser/Thr) (Endo, 1999). Mutaciones en el gen Pomgnti indican que esta
glicosiltransferasa es responsable del desarrollo de la condicion Muscle-Eye Brain
Disease (MEB), un desorden recesivo autosémico caracterizado por CMD,
anormalidades oculares y malformacién cerebral. (Yoshida et al, 2001) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de los primeros pasos en la biosintesis de O-manosas

1. 5. 0-GIlcNAc

La adicién del azucar GlcNAc a Ser/Thr mediante el enlace O-glicosidico (O-
GIcNAc) es una modificacion postraduccional abundante. En mamiferos, este tipo
de O-glicosilacion es unico en el sentido de que no es modificado a estructuras mas
complejas y no esta restringido a proteinas de secrecién o de superficie celular. De
hecho, O-GIcNAc puede ser encontrado en varias glicoproteinas nucleares y
citosdlicas.

La sintesis de O-GIcNAc es catalizada por la enzima O-GIcNAc transferasa
(Ogt) a partir de UDP-GIcNAc, mientras que en la remocion del glicano interviene
una B-N-acetilglucosaminidasa (O-GlcNAcasa) (Figura 6). La glicosiltransferasa Ogt
esta codificada por un unico gen y es una enzima altamente conservada desde
C.elegans, hasta ratas y humanos (Lubas et al, 1997).

OH

HQ ]
HO

Ser/ Thr

0O-GlcNAc transferasa

A

0O-GlcNAcsa
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Figura 6. Esquema de la participacion de las enzimas involucradas en la adicion y remocién de O-GlcNAc

La adicion de O-GIcNAc muestra caracteristicas propias de una modificacion
regulatoria y varios trabajos han demostrado una relacién reciproca e inhibitoria
entre la fosforilacion y la adicién de O-GlcNAc. Ambas modificaciones comparten
ciertas caracteristicas tal como, los residuos y proteinas que modifican, la
naturaleza dinamica e inducible y la existencia de enzimas ciclicas (Slawson et al,
2006; Tallent et al, 2009).

1. 6. O-fucosilacion

La enzima protein O-fucosiltransferasa 1 (Pofut1) cataliza la adicién de fucosa
a partir de GDP-Fuc directamente al grupo hidroxilo de residuos de Ser/Thr,
solamente en proteinas que contienen dominios similares al Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF-like repeats) (Harris & Spellman, 1993).

En mamiferos existe un unico gen Pofut1 (Wang et al, 2001), el cual parece
tener una regulacion diferencial durante el desarrollo neuromuscular y del cerebro
(Kim et al, 2008). A su vez, en gliomas (un tipo de tumor que se origina en el
cerebro o en médula espinal) se ha observado una sobre regulacion significativa del
gen Pofut1 en comparacion con cerebros normales (Kroes et al, 2007).

Ademas de las repeticiones EGF, existe O-fucosilacion en otro dominio
proteico pequeno (aproximadamente 60 aminoacidos) pero diferente a las
repeticiones EGF: las repeticiones Trombospondin tipo-1 (TSR, Thrombospondin-1
repeat) (Hofsteenge et al, 2001). La enzima homologa de Pofut1l conocida como
protein O-fucosiltransferasa 2 (Pofut2) cataliza la adicion de fucosa mediante un

enlace a a Ser/Thr en las repeticiones TSR (Luo et al, 2006).
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1. 7. Sinapsis

Las funciones de senalizacion criticas del cerebro —el procesamiento de la
informacion sensorial, las respuestas emocionales y motoras y, el aprendizaje y
procesamiento de la memoria- dependen de la conexidn entre las neuronas, que es
la unidad de organizacion en el SNC (Kandel, 1995). La sinapsis es el sitio de

conexién entre una neurona presinptica y otra postsinaptica (Figura 7).

Neurona presinaptica Neurona postsinapfica

Neurofransmisor unido a recepctor

Neurotransmisor liberado al
espacio sinaptico

Vesicula breshépﬁ«.:a

Figura 7. Sinapsis quimica en el SNC. Basicamente, la comunicacién esta mediada por una especie quimica,
un neurotransmisor, el cual es sintetizado en la célula presinaptica (axén) y liberado en respuesta a la
excitacién de la neurona presinaptica. El neurotransmisor luego difunde a través del espacio sinaptico,
donde se une a receptores especificos sobre la célula postsinaptica (dendrita) desatando la via de
sefializacion correspondiente.

Uno de los atributos fundamentales del cerebro es su gran plasticidad
sindptica, es decir, la alteracion en la naturaleza, fuerza o numero de contactos
singpticos entre las conexiones interneuronales en respuesta a la actividad
neuronal. Esta caracteristica es esencial para la formacién y funcién de los circuitos
neurales. Esta idea se enmarca dentro de la hipétesis postulada por Donald Hebb
(Hebb, 1949). Basicamente, el aprendizaje de tipo hebbiano indica que cuando

ocurre el aprendizaje, se produce un cambio en la conectividad neural, llevado a
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cabo por la modulacién de fuerzas sinapticas particulares. Esta modulacién puede
ser transitoria, en cuyo caso la memoria para la experiencia aprendida no es
retenida (memoria de corto término) o puede ser convertida en modificaciones mas

permanentes (memoria de largo plazo).

1. 7. 1. Neuroglicobiologia

La composicién de las superficies celulares en varios tejidos animales ha sido
caracterizada como cubierta por una capa rica en carbohidratos (Rambourg ,1966).
Esta ubicacion particular ha brindado una base suficientemente firme como para
afirmar que los azlcares de superficie participan en procesos de reconocimiento
celular y de adhesién durante el desarrollo y en tejidos no neurales (Haltiwanger &
Lowe 2004).

En el sistema nervioso, la gran complejidad de las conexiones intercelulares
(migracion celular, crecimiento y proliferacién de axones, regeneracion y plasticidad
sindptica), requiere una alta especificidad y diversidad de interaccion, en el cual se
ha propuesto que la glicobiologia de la sinapsis juega un rol importante (Martin,
2002; Shapiro et al, 2007).

Los glicanos son abundantes en la estructura sinaptica, asociados
principalmente a moléculas de adhesién (Yamaguchi, 2002). La Molécula de
Adhesién Celular Neural (NCAM, Neural Cell Adhesion Molecule) es una
glicoproteina cuya modificacion postraduccional con acidos polisialicos (polimeros
lineales de Acido Sidlico en 02-8, PSA-NCAM) varia en distintas etapas del
neurodesarrollo (Rutishauser & Landmesser, 1996) y ha sido implicada también en
plasticidad sinaptica dependiente de actividad y procesos de memoria en la adultez
(Murphy & Regan, 1998; Lopez-Fernandez et al, 2007). La gran carga negativa de
las cadenas de &cido polisiadlico (PSA) modula las propiedades funcionales de
NCAM, y se ha postulado que promueve el crecimiento de neuritas y la movilidad
celular (Rutishauser & Landmesser, 1996; Doherty et al, 1990).
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Muchos autores han vinculado a los glicanos (asociados a glicoconjugados)
con un rol modulador dentro de los mecanismos moleculares de unién o interaccion
celular en procesos tales como migracién neuronal, orientacion de axones y
formacién de sinapsis (Kleene & Schachner, 2004; Kalovidouris et al, 2005; Murrey
et al, 2006), también como en procesos cognitivos de aprendizaje y memoria
(Yoshihara et al, 2009).

1. 7. 2. Glicobiologia y aprendizaje

Como ya indicaba Bogoch (Bogoch, 1968), la codificacion de la informacion
en el cerebro tiene bases moleculares y no moleculares que generalmente incluye:

- Participacién temporal de diferentes regiones del cerebro,
- Las trazas mnésicas estan contenidas en neuronas,

- La memoria esta mediada por cambios morfolégicos,

- Crecimiento de procesos celulares nerviosos,

- Generacién de nuevas neuronas,

- Producto de eventos sinapticos,

- Caodificacién en acidos nucleicos (ADN y ARN) y proteinas,
- Y también, codificacion en azucares neurales.

De esta manera, sugiere a la glicobiologia del sistema nervioso como un
codigo que representa otra dimensién de informacién, el cual puede contribuir al
establecimiento y remodelacién de nuevas sinapsis que subyacen al aprendizaje y

el procesamiento de la memoria.

En los 70s, Routtenberg y colaboradores estudiaron el metabolismo de
glicoproteinas en varias regiones del cerebro de rata en respuesta a una experiencia
de aprendizaje de evitacion inhibitoria (El), un aprendizaje asociativo. Mediante el
uso de un marcador especifico de glicoproteinas ([*H] Fucosa), demostraron
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alteraciones en la incorporacion de Fucosa sobre ciertas proteinas en el estriado y
en la corteza temporal de animales que aprendieron la tarea. De acuerdo a los
autores, el anadlisis estuvo enfocado en glicoproteinas sinaptosomales,
principalmente debido a la alta concentracién de macromoléculas modificadas con

azucares en las uniones sinapticas (Routtenberg et al, 1974).

Por otra parte, en pollos, Rose (Rose, 1989) describié una incorporacion
aumentada de Fucosa a un subgrupo de glicoproteinas de la sinapsis luego de que
los animales fueran entrenados en una tarea de El. La especificidad de la
fucosilacién asociada al aprendizaje quedd demostrada con la inyeccion de 2D-Gal
(un inhibidor competitivo de galactosa que evita la posterior fucosilacién): cuando los
pollos fueron evaluados para la tarea 24 horas luego del entrenamiento, el inhibidor
de la fucosilacién produjo amnesia (Sukumar et al, 1980; Rose & Jork, 1987).

1. 8. Marco tedrico e hipétesis de trabajo

La participacion de los glicanos en interacciones celulares neurales en el
sistema nervioso en desarrollo y adulto es cada vez mas reconocida, en diversos
modelos de experimentacion. La importancia del entendimiento de la regulacion de
la expresidn de los glicanos en el sistema nervioso de mamiferos se pone de
manifiesto debido a la participacion de los mismos en las enfermedades de
glicosilacion caracterizadas por malformaciones en el desarrollo del cerebro y

desarreglos neuronales en la corteza.

Los glicanos son particularmente abundantes en las estructuras singpticas,

sitio de comunicacién entre las neuronas.

La biosintesis de glicanos estd caracterizada por tener varios puntos de
regulacion.
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El procesamiento en el cerebro de un potencial inductor de plasticidad
sinaptica involucra una serie de eventos moleculares y celulares a nivel sinaptico,

entre los cuales se ha descripto la participacion de glicoconjugados.

El concepto de que las modificaciones en el estado de glicosilacion de las
células subyacen en algun punto a los mecanismos de almacenamiento de la
informacion es atractivo en su simplicidad y permitiria explicar, dado el alto
dinamismo caracteristico de la maquinaria celular de glicosilacién y su abundancia
en las sinapsis neuronales, su participacion en la remodelacion de la conectividad

sindptica, la cual es un requisito en los eventos de aprendizaje y memoria.

Basado en este marco tedrico, la hipotesis de trabajo de esta tesis fue:

Dado la relevancia de los glicanos en interacciones celulares en cerebro y su
abundancia en estructuras sinapticas, la glicobiologia del hipocampo y de la corteza
de cerebros de rata deberia ser modulada por dos modelos inductores de
plasticidad neuronal con diferentes impactos en el cerebro como son el
Enriquecimiento Ambiental por un lado, y la Evitaciéon Inhibitoria por el otro. En
particular, los efectos se manifestarian a nivel de uno de los principales puntos de
regulacion de la biosintesis de glicanos: la expresibn de los genes de
glicosiltransferasas y en sus productos, las estructuras oligosacaridas.

1. 9. Objetivos

Para contrastar esta hipédtesis, se plantearon los siguientes objetivos
generales:

En dos modelos distintos, el Enriquecimiento Ambiental (EA) y la Evitacion
Inhibitoria (El), evaluar en el cerebro de ratas la respuesta de la O-glicosilacién, un
tipo de glicosilacion poco estudiado en relacion a cambios neuronales.
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Los objetivos especificos fueron:

Identificar un posible patron de distribucion de las estructuras glicanas en el
hipocampo y corteza de ratas normales, a fin de establecer un parametro de
comparacién con los modelos experimentales de EA 'y El.

Determinar el patrén de distribucién de glicanos en el hipocampo y corteza de
ratas en EAy El.

Estudiar el comportamiento de expresion de genes de diferentes
glicosiltransferasas (GTs) dentro de varias formas de O-glicosilacion: a) tipo
mucina, b) O-manosilacion, c¢) O-fucosilacion, y d) O-GIcNAc, en cada
condicién experimental.

Antes diferencias observables en la expresién de genes de GTs, analizar la

expresion proteica de las enzimas en cada condicion experimental.
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Enriquecimiento ambiental
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2. 1. Introduccion

En 1949, el reconocido neuropsicélogo Donald Hebb decidié llevar algunas
ratas de su laboratorio a su hogar, las dej6 correr libremente en su casa y jugar con
sus hijos por algunas semanas. Luego de este tiempo, las devolvié al laboratorio y
noté que las ratas expuestas a la gran variedad de estimulos que le ofrecia su hogar
en comparacién con las ratas que habian permanecido en el laboratorio en una
simple y pequefa caja, tenian una mejor habilidad para resolver ciertas tareas
cognitivas. Encontré que los animales mejoraron su habilidad para aprender. Hebb
concluyd que “una experiencia rica (en estimulos sensoriales, visuales, fisicos) de
una mascota durante el desarrollo le da mas capacidad de aprovechar una nueva
experiencia en la madurez”. Estas ideas empezaron a formar la base de uno de los
conceptos mas solidos en la psicologia del desarrollo y estimularon los estudios
sobre los efectos del enriquecimiento ambiental en el desarrollo neural (revisado en
Brown & Milner, 2003).

El primer experimento controlado sobre enriquecimiento ambiental (EA) fue
realizado a principios de los 60s en el laboratorio de Mark Rosenzweig en la
Universidad de California, Berkeley. En ese trabajo demostraron claramente efectos
neuroanatdomicos y neuroquimicos en la corteza cerebral y, a su vez, mejoras en el
rendimiento cognitivo asociados a la exposicion de ratas a condiciones de
complejidad ambiental (tal es el término que utlizaron en su momento para
referirse al EA) (Krech et al, 1962).

A nivel experimental, se hace referencia al EA como a las condiciones de
alojamiento con mayor estimulacion y experiencias distintas en comparacién a las
condiciones estandar, lo que en conjunto brinda al sujeto experimental mayores
oportunidades de aprendizaje informal. Tipicamente, se utiliza roedores, pero
también esta descripto su uso en otros animales, como perros (Siwak-Tapp et al,
2008) y primates (Kozorovitskiy et al, 2005).
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En el caso de roedores, los animales son alojados en jaulas mas grandes y el
ambiente es complejo en el sentido de que ofrece mas actividad motora
(movimientos exploratorios de la jaula, interaccion con rampas, posibilidad de trepar
y ruedas de ejercicio [running wheels]), sensorial (interaccion con objetos de
tamanos y formas diferentes, acceso a alimentos alternativos a la comida
balanceada normal) y cognitiva (por ejemplo, la codificacién de informacién
relacionada con la ubicacién y posicionamiento de los objetos y la novedad del
ambiente). Por otra parte, el ambiente estandar consiste en la jaula comun de
laboratorio, con acceso a agua y comida balanceada normal. Otra condicion
experimental que se suele utilizar como caso extremo de poca estimulacion, es el
alojamiento individual y aislado de los animales en jaulas estandar (Black &
Greenough, 1998) (Figura 8).
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Figura 8. Condiciones de alojamiento estandar (a) y de enriquecimiento ambiental (b) en
el laboratorio. Adaptado de Débréssy & Dunnett, 2001.
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2. 1. 1. Efectos morfologicos

Diversos estudios en los cuales la complejidad del ambiente fue manipulada
han indicado efectos a nivel microscopico y macroscépico en la estructura del

cerebro, en distintas especies (Figura 9).

Figura 9. Efectos del EA sobre varias zonas del cerebro de roedores. Adaptado de
Nithianantharajah & Hannan, 2006.

En ratas, luego de 30 dias en condiciones estandar o enriquecidas, se
observé un aumento en el grosor de la corteza cerebral en los animales expuestos
al EA en comparaciéon con el control. Mediante estudios mas detallados, se
determiné que el grosor cortical se debia a varios factores, entre ellos un aumentado
tamano de las células nerviosas y aumento en el engrosamiento postsinaptico
(Diamond et al, 1964). A su vez, estos trabajos iniciales comenzaron a sugerir la
posible existencia de diferencias en el numero de conexiones singpticas. De hecho,
se reportaron diferencias de hasta el 20% en la cantidad de dendritas por neurona
(o sea, la cantidad de superficie disponible para las sinapsis) en la corteza visual
superior de ratas expuestas al EA en comparacion con animales aislados
(Greenough & Volkmar, 1973).
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Uno de los efectos mas interesantes desde el punto de vista funcional, es la
capacidad del EA de inducir neurogénesis. En mamiferos adultos, la neurogenesis
es un proceso que ocurre en el giro dentado (GD) del hipocampo y en la zona
subventricular; a partir del cual se generan nuevas neuronas cuya funcion y
mecanismos que lo regulan no estan del todo definidas (van Praag et al, 2002; Ming
& Song, 2011). Kempermann y colaboradores observaron que la plasticidad
neuronal, inducida por la exposicién de ratones al EA por un lapso de 40 dias, se
manifesté en un aumento en la cantidad de nuevas neuronas granulares en el GD

(Kempermann et al, 1997).

2 1. 2. Efectos neuroquimicos

La expresion de genes cuyos productos estan involucrados en funciones
sindpticas y de plasticidad celular también son alterados por la estimulacién ofrecida
por el EA (revisado en Rampon et al, 2000). En cuanto a las neurotrofinas (proteinas
que controlan funciones y plasticidad sinapticas, ademas de modular la
supervivencia neuronal), se ha observado que el EA aumenta los niveles de Brain-
Derived Neurotrophic Factor (BDNF, por sus siglas en inglés), Nerve Growth Factor
(NGF) y G@Glial cell-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (Pham et al, 1999;
Kuzumaki, 2011).

En consistencia con el aumento en la sinaptogénesis inducida por el
enriquecimiento, los efectos del EA también se reflejan en incrementos en la
expresidn de proteinas sinapticas, tal como la proteina presinaptica Synaptophysin'y
la proteina de la densidad postsinaptica (PSD-95) (Nithianantharajah et al, 2004).
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2 1. 3. Efectos comportamentales

La importancia del ambiente en la regulacién del comportamiento ha sido
reflejada en modelos animales de estrés y ansiedad. La exposicién de ratas a
factores estresantes en una etapa temprana produce respuestas comportamentales
similares a depresion y ansiedad en la adultez lo cual se refleja, entre otras cosas,
en deficiencias cognitivas (Tsoory et al, 2007). Sin embargo, los animales con una
experiencia estresante temprana pueden revertir las deficiencias de aprendizaje si
son expuestos a condiciones de EA (llin & Richter-Levin, 2009; Cui et al, 2006).
Varios trabajos resaltan ademas la importancia de las condiciones positivas del EA
al facilitar la abstinencia y evitar relapsos en la adicciébn a cocaina en modelos
animales de adiccion (Solinas et al, 2008; Chauvet et al, 2009).

2 1. 4. Efectos sobre injurias en el SNC

Diversos estudios en modelos experimentales de trauma y lesiones
cerebrales han demostrado que la exposicion a condiciones de EA facilita la
regeneracion y la recuperacion de funcionalidad. Luego de la oclusion de la arteria
cerebral media en ratas (modelo de isquemia cerebral focal), el alojamiento en
condiciones de EA produjo mejoras significativas en el resultado funcional (mejores
parametros de coordinacién motora) en los animales isquémicos en comparacion

con animales isquémicos en condiciones estandar (Johansson, 1996).

La injuria cerebral traumatica inducida por explosion (bTBI, por Blast-induced
Traumatic Brain Injury), caracterizada por dificultades en la memoria y elevados
niveles de ansiedad, es una causa principal de discapacidad entre los soldados de
conflictos recientes (Warden, 2006). Mediante el uso de un modelo de bTBI en raton
se determin6 que, luego de alojar en condiciones de EA a ratones con trauma, estos

mostraron una mejora significativa en una tarea de memoria espacial, mientras que
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los animales con trauma y alojados en condiciones estandar seguian mostrando

dificultades persistentes de memoria (Kovesdi et al, 2011).

La abundante evidencia existente sobre el EA en diversos animales de
experimentacion indica que la manipulacién del entorno produce tiene el potencial
de induccién de plasticidad sinaptica en el cerebro, reflejada en varios niveles:
molecular y celular (diferencias en la expresion de neurotrofinas, neurotransmisores,
proteinas sinapticas, generacién de nuevas células), anatomico (mayor nimero de
dendritas, mayor grosor de la corteza) y comportamentales (mejores rendimientos
en tareas cognitivas). Estos resultados beneficiosos se observan tanto en animales

intactos como en modelos de injuria cerebral.
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2. 2. Resultados

2. 2. 1. Desempeno conductual de ratas sometidas a EA

Uno de los primeros objetivos de esta tesis doctoral fue establecer el modelo
de Enriquecimiento Ambiental (EA) en ratas machos adultas. En base a la
bibliografia existente sobre el tema, se determin6 primero la influencia del EA en el
desempenio de las funciones cognitivas de los animales.

Luego de 7 dias en cada condicidén experimental (enriquecimiento ambiental y
control), se entrend a distintos grupos de ratas en diferentes tareas reconocidas en
la evaluacion de memoria espacial, memoria episédica y aprendizaje asociativo,

como se detalla a continuacion.

2. 2.1.1. Laberinto acudtico de Morris

El laberinto acuatico, también conocido por MWM (por sus siglas en inglés,
Morris Water Maze) es una tarea de aprendizaje espacial para roedores, el cual se
basa en la navegaciéon y orientacién mediante claves visuales para encontrar una
plataforma de escape sumergida (Morris R, 1984). El aprendizaje espacial se puede
determinar a través de ensayos repetidos, de tal manera que el tiempo en encontrar
la plataforma es una funcion decreciente dependiente del nUmero de ensayos.

La observacion de los contrastes multivariados en el analisis de medidas
repetidas, indicdé que los factores intra-sujeto (tiempo y ensayo) son variables a
tener en cuenta en el modelo, dado que muestran significancia estadistica (p <
0.05). No sucediendo lo mismo con el factor inter-sujeto (Grupo), el cual no mostro

significancia estadistica en ningun caso.

La curva de adquisicién del aprendizaje espacial reveldé que tanto el grupo
Enriquecido como el Control mostraron una disminucién en el tiempo necesario para
escapar del agua a la plataforma durante el procedimiento, lo cual indica que ambos

grupos experimentales resolvieron la tarea. Las curvas no fueron significativamente
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diferentes, lo cual indicaria que la exposicidén al EA no influy6é en las habilidades

cognitivas evaluadas mediante esta tarea (Figura 10).
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Figura 10. Tiempo en localizar una plataforma sumergida a través de los dias. Los datos estan

expresados en valores medios marginales. Control n = 8, Enriquecidos n = 7.

2. 2. 1. 2. Reconocimiento de objetos

La tarea de reconocimiento de objetos, o también conocida como NOR (por
sus siglas en inglés, Novel Object Recognition) evalia la habilidad del animal de
experimentacién en reconocer un objeto novedoso sobre uno ya conocido (familiar)
durante cierto tiempo, habilidad que ha sido denominada memoria de
reconocimiento. El NOR se basa en el impulso exploratorio intrinseco de la rata para

investigar estimulos nuevos (Ennaceur & Delacour, 1988).

Luego de cada condicion experimental, se expuso a los animales a un
ensayo de entrenamiento o familiarizacibn (como se indica en Materiales y
Métodos). Brevemente, se expuso a cada animal a dos objetos idénticos y se les
permitié explorarlos libremente durante 5 minutos. Durante esta etapa de
entrenamiento, ninguno de los dos grupos mostré diferencias en la exploracién de
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los objetos similares (Control: 22,83 + 3,52 s vs. Enriquecidos: 20,30 + 2,28 s), lo
cual validaria que la exploracién posterior en la fase de evaluacién se debe a una
mayor o menor habilidad de reconocimiento y no a una falta de motivacién

exploratoria.

Luego de 24 horas, los resultados en el ensayo de evaluacion indicaron que
del tiempo total de exploracién, las ratas del grupo Enriquecido exploraron en mayor
porcentaje al objeto novedoso (56,6% * 4) en comparacién con el grupo Control
(34,6% * 3,9, F(1,14) = 15.11, p < 0.01), lo cual indicaria una mejor habilidad
cognitiva evaluada a través de esta tarea de reconocimiento (Figura 11)
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Figura 11. El enriquecimiento ambiental aumenta la memoria de reconocimiento. Porcentaje del
tiempo total de exploracién del objeto novedoso. El desempefo de cada grupo experimental fue
evaluado 24hs después del entrenamiento. Control n = 8, Enriquecidos n = 8.

2. 2. 1. 3. Evitacion inhibitoria

Luego del alojamiento en condiciones de enriquecimiento ambiental y control,
un grupo de ratas fueron entrenadas en una tarea de evitacién inhibitoria (El), en la
cual aprenden a evitar un contexto asociado a un estimulo negativo (detallado en
Materiales y Métodos). Brevemente, el animal es colocado sobre una plataforma en

el dispositivo de entrenamiento (contexto), se deja explorar el mismo, e
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inmediatamente después de que la rata baja de la plataforma hacia una rejilla de
metal, recibe un choque eléctrico suave en las patas. Luego, en la sesion de
evaluacion, el choque es omitido y la latencia del animal en bajar de la plataforma es

considerada como un indice de aprendizaje.

En la sesién de entrenamiento, los animales del grupo Enriquecido tuvieron
latencias similares al grupo Control en bajar de la plataforma (U = 95, p = NS), lo
cual indica que la actividad exploratoria innata de los animales es normal y no esta

alterada por su condicion experimental.

En el ensayo de retencién de la tarea (24 hs luego del ensayo inicial de
entrenamiento) el grupo Enriquecido, contrariamente a lo que se hubiera esperado,
tuvo una tendencia a presentar latencias menores que el grupo Control. Sin
embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (U=56, p > 0.05,
Figura 12).
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Figura 12. Desempefio de ratas durante la sesion de entrenamiento y evaluacion de una tarea de
Evitacion Inhibitoria. Los datos estan representados en medianas y sus respectivos rangos
intercuartiles. ** p < 0.01 con respecto al entrenamiento. Control n=16, Enriquecidos n=12.
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2. 2. 2. Efectos del enriquecimiento ambiental en la expresion de glicanos

en el cerebro de ratas

Una vez que el modelo de enriquecimiento ambiental fue determinado a nivel
cognitivo, y por lo tanto, es de esperar que lo es también a nivel del SNC, el
siguiente objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar si luego de la exposicion a
condiciones de EA se producirian alteraciones en el patron de expresidn de glicanos
en el cerebro de las ratas.

Dentro del andlisis de la estructura de los glicoconjugados, la introduccién de
la técnica de lectina-histoquimica de oligosacaridos mediante proteinas de origen
vegetal que reconocen y se unen especificamente a carbohidratos, ha sido muy
valiosa desde el punto de vista de la informaciéon espacial y temporal, la
demostracién de la enorme variabilidad de los azucares y el monitoreo de las
posibles modificaciones en la estructura del arbol oligosacarido en varios tejidos

adultos y embrionarios.

Estas sustancias, conocidas como lectinas o aglutininas, son proteinas de
origen animal o vegetal, de origen no inmunolégico que tienen la capacidad de
aglutinar células y/o precipitar glicoconjugados mediante la unidn especifica y
reversible a azlcares. Cuando estan conjugadas a una marca visible en
microscopia de luz o electronica, las lectinas sirven como agentes histoquimicos
para visualizar de manera selectiva estructuras oligosacaridas asociadas a

glicoconjugados (van Damme et al, 1998).
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La figura 13 indica un corte histoldgico representativo donde se evaluaron las

marcas de lectinas.

Corteza

Células piramidales

Figura 13. Seccion frontal de cerebro de rata adulta, tefiida con hematoxilina-
eosina. En recuadros se marcan las zonas que fueron evaluadas para el analisis de
marcacion con lectinas. Magnificacion 4X. Bregma: - 4.8 mm. Adaptado de Paxinos
& Watson, 1998.

A continuacién se indican los resultados obtenidos para las lectinas usadas:

VVL — /B3 GalNAc. Esta lectina puede reconocer especificamente al epitope
O-GalNAc, estructura inicial de la via de O-glicosilacion tipo mucina (también
conocido como antigeno T, ver Figura 4A). La semicuantificacion para la marca de
VVL no indico diferencias entre el grupo Control y Enriquecido en varias regiones
analizadas (Figura 14 A). Esta lectina mostré una intensa marca pericelular en
algunas células piramidales aisladas en el hipocampo (Figura 15 A y B), ademas de
marcacién en las prolongaciones de células en la corteza (Figura 15 C y D). El
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citoplasma en las células tefidas para VVL fue negativo, y el neuropilo de las zonas

estudiadas tampoco mostré reactividad.

PNA — Galp1,3GalNAc. Siguiendo con la biosintesis de la O-glicosilacién tipo
mucina, esta lectina reconoce el glicoepitope Galp1,3GalNAc que corresponde al
core 1 0 antigeno T (ver Figura 4A en Introduccion). La semicuantificacién para la
marca de PNA indicé un aumento significativo solamente en el neuropilo de la
corteza de ratas expuestas al EA en comparacién con el Control (Figura 14 B, p <
0.01) mientras que en el resto de las areas estudiadas, no hubo diferencias entre los
grupos. Las células piramidales revelaron una marcacién pericelular para esta
lectina y citoplasma negativo (Figura 16 A y B). En el Giro Dentado, se observé
positividad para PNA en el neuropilo de la capa polimérfica y alrededor de las
células granulares (Figura 16 C y D). En la corteza, la marca de PNA se distribuy6
en el neuropilo (Figura 16 Ey F).

Jacalin — Galp1,3GalNAc con/sin NeuAc 'y MAL Il — NeuAca2,3Gal. Estas dos
lectinas reconocen a glicoepitopes posteriores a la estructura core 1 en la
biosintesis de O-glicanos tipo mucina (ver Introduccion Figura 4A). La
semicuantificacion para las marcas no mostré6 cambios luego del EA en el patrén de
distribucién para estas estructuras oligosacaridas en ninguna region analizada
(Figura 14 C y D). En la figura 17 se observan las marcaciones para esta lectina.
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Figura 14. Semicuantificacién de marcacién para varias lectinas en las células piramidales, capa subgranular y
corteza de ratas Control y Enriquecidas. (A) VVL, (B) PNA, (C) Jacalin, (D) MAL II. Los datos estan expresados
en densidad media * error estandar. Control n= 6, Enriquecidos n=6. **p < 0.01.
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CONTROL ENRIQUECIDOS

Figura 15. Marcacion para VVL, especifica para o/BGalNAc en el cerebro de ratas Control (Ay C) y
Enriquecidos (B y D). Magnificacion 40X.
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CONTROL ENRIQUECIDOS

Figura 16. Marcacion para PNA, especifica para Galp1,3GalNAc en el cerebro de ratas Control
(A, Cy E) y Enriquecidos (B, D y F). Magnificacién 40X.
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CONTROL ENRIQUECIDOS

Figura 17. Marcacién para Jacalin, especifica para Galp1,3GalNAc con o sin NeuAc en el cerebro de

ratas Control (A) y Enriquecidos (B). Magnificacion 40X.
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2. 2. 3. Expresion de genes de O-glicosiltransferasas en el hipocampo y

corteza de ratas expuestas al EA

Uno de los puntos claves de regulacién de la biosintesis de glicanos es a
nivel transcripcional de las glicosiltransferasas. Luego de haber caracterizado la
distribucién de estructuras oligosacéaridas mediante histoquimica de lectinas en el
cerebro de ratas expuestas al EA, el siguiente objetivo de esta tesis fue determinar
si la condicién experimental de EA produciria algun efecto a nivel de expresion de
genes de diferentes glicosiltransferasas (GTs) involucradas en varias formas de O-
glicosilacion: a) tipo mucina, b) O-manosilacion, ¢) O-fucosilacion, y d) O-GlcNAc
(explicadas en detalle en Introduccién General). Para realizar este andlisis, se
empled la técnica de real-time PCR.

2. 2.3.1. O-glicosilacion tipo mucina. Efectos sobre el hipocampo.

La biosintesis de los O-glicanos tipo mucina comienza a partir de la
transferencia de N-acetilgalactosamina (GalNAc) a residuos de Serina o Treonina en

la cadena polipeptidica.

La figura 18 indica los pasos de la biosintesis de O-glicanos tipo mucina y las

glicosiltransferasas involucradas en su formacion.

La formacién del O-GalNAc inicial (denominado también Antigeno Tn) es
llevado a cabo por una familia de GalNAc transferasas. Luego, este glicoepitope O-
GalNAc sera modificado mediante la adicion en secuencia de distintos azucares. El
primer azucar GalNAc adicionado puede ser extendido con otros carbohidratos que
incluyen Galactosa (Gal), N-acetilglucosamina (GlcNAc), Fucosa (Fuc) o Acido
Sidlico (NeuAc). Dependiendo de los azucares agregados existen comunmente

cuatro estructuras centrales o core en este tipo de O-glicosilacion: core 1 a core 4.
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Figura 18. O-glicosilacién tipo mucina. Formacién del O-GalNac inicial y modificaciones
posteriores. Resaltado en negrita se indican las enzimas responsables en cada paso de

biosintesis.

Formacion de O-GalNAc inicial.

Los resultados indicaron que en el hipocampo de ratas del grupo Enriquecido
no se observaron diferencias significativas con respecto al Control en los niveles de
MARN para ninguna de las glicosiltransferasas que participan en la formacion del

glicoepitope O-GalNAc inicial (p > 0.05, datos no mostrados).
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Substituciones posteriores sobre O-GalNAc.

Continuando en los siguientes pasos de la biosintesis de O-glicanos tipo
mucina, se observaron diferencias en los niveles de mARN para B3Gnt6, una
glicosiltransferasa que participa en la formacién del core 3 (GlcNAcp1,3GalNAcal-
Ser/Thr): una expresion génica significativamente menor en el hipocampo de ratas
del grupo Enriquecido con respecto al Control (p < 0.01, Figura 19 A).

Por otra parte, los niveles de expresién génica para la glicosiltransferasa
SiaT4A que participa en la sialidacion del core 1
(Sian2,3GalB1,3GalNAcal-Ser/Thr) aumentaron de manera significativa en el
hipocampo de ratas del grupo Enriquecido (p < 0.05, Figura 19 B).
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Figura 19. Expresion hipocampal de genes de O-glicosilacién tipo mucina alterados por el
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Enriquecimiento Ambiental. (A) Core 3 sintasa, B3Gnt6 y (B) SiaT4A. La expresidon génica de se
determiné mediante real-time PCR. Los cambios relativos fueron obtenidos al normalizar cada gen al
grupo Control. Se grafican valores medios + error estandar. Control n=10, Enriquecidos n=12. * p <
0.05, ** p < 0.01.
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En contraste con las condiciones de EA, otro grupo experimental usado fue el
de aislamiento social, con ausencia de la complejidad ambiental y de estimulacion.
Los resultados en el hipocampo de ratas expuestas a distintas condiciones de
alojamiento indicaron que la sialidacién presenté una interesante dinamica a nivel
génico: mientras que hubo un aumento en el hipocampo luego de condiciones de
EA (ver Fig. 19 B), en el grupo Aislado se observ6 una disminucion significativa en
los niveles de transcripto de SiaT4A con respecto a las ratas sometidas a EA (Figura
20 A, p < 0.01). En cambio, no hubo diferencias con respecto al Control (Figura 20
B, p > 0.05). Dada la participacion de la sialidacion en eventos de plasticidad neural
en varios modelos, es importante destacar el comportamiento génico de SiaT4A en
el hipocampo de ratas en condiciones tan opuestas, como lo son el EA y el

aislamiento.
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Figura 20. Expresién hipocampal de la glicosiliransferasa SiaT4A luego de condiciones de
aislamiento social. La expresion del gen se determiné mediante real-time PCR. Los cambios
relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Enriquecido (A) o Control (B).
Se grafican valores medios + error estdndar. Control n = 10, Enriquecidos n=12, Aislado n=10. ** p
< 0.01.
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Las restantes glicosiltransferasas indicadas en la Figura 18 no presentaron
diferencias de expresion génica en el hipocampo de los grupos experimentales

(datos no mostrados).

2. 2.3.2. O-glicosilacion tipo mucina. Efectos sobre la corteza

Formacion de O-GalNAc inicial.

Luego de 7 dias en condiciones de EA, dos miembros de la familia de
GalNAc-T mostraron cambios en los niveles de transcripto en la corteza: se observo
una disminucion para Galnt2 (p < 0.05) y un aumento significativo para Galnt7 (p <
0.01) con respecto al grupo Control (Figura 21).
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Figura 21. Expresion en corteza de genes iniciadores de la O-glicosilacion tipo mucina luego del
Enriquecimiento Ambiental. El nivel de transcripto se determiné mediante real-time PCR. Los cambios
relativos fueron obtenidos al normalizar cada gen al grupo Control. Se grafican valores medios * error

estandar. Control n=10, Enriquecidos n=12. * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Substituciones posteriores sobre O-GalNAc.

A diferencia del hipocampo, en corteza de ratas expuestas al EA se observé
la expresién diferencial para una glicosiltransferasa responsable de la formacién de
otra  estructura central; la core 2 sintasa o Gentt (Galp1,3
[GIcNAcp1,6]GalNAcal-Ser/Thr, ver Figura 18). Los niveles de transcripto para
Gent1 aumentaron de manera significativa luego de la exposicion al EA (Figura 22
A, p<0.01).

A su vez, en la corteza de ratas del grupo Enriquecido se observaron
comportamientos opuestos para dos glicosiliransfeasas responsables de la
sialidacién: una disminucion significativa en los niveles de mARN de SiaT4A (Figura
22 B, p < 0.05) y un aumento en la expresion génica de otra isoforma de
sialiltransferasa que participa en la sialidacién del core 1: SiaT4B (Figura 22 C, p <
0.01).
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Figura 22. Expresion en corteza de genes de O-glicosilacion tipo mucina alterados por el
Enriquecimiento Ambiental. (A) Core 2 sintasa, Gent1, (B) SiaT4A y (C) SiaT4B. El nivel de transcripto
se determin6 mediante real-time PCR. Los cambios relativos de expresién génica fueron obtenidos al
normalizar cada gen al grupo Control. Se grafican valores medios + error estandar. Control n=10,
Enriquecidos n=12. * p < 0.05, ** p < 0.01.

La heterogeneidad de las estructuras oligosacaridas resulta de la
competencia de distintas enzimas por un sustrato comun. Por ejemplo, la estructura
core 1 puede ser convertida a core 2 (por parte de la core 2 sintasa o Gentl), y asi

continuar con la biosintesis. De manera alternativa, el core 1 puede ser sialidado
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(por parte de la sialiltransferasa SiaT4A), con la consecuente terminacion de la via
de glicosilacién (ver Figura 18). Se ha reportado que existe una competencia por
parte de estas glicosiltransferasas (Dalziel et al, 2001). Es interesante destacar
aqui los resultados de los niveles de transcriptos para la core 2 sintasa (Gent1) y la
sialiltransferasa SiaT4A (Figura 22 A y B), con comportamientos opuestos que se

corresponden con los resultados reportados.

Las restantes glicosiltransferasas indicadas en la Figura 18 no presentaron
diferencias de expresién génica en la corteza de los grupos experimentales (datos

no mostrados).

2. 2.3.3. O-manosilacién. Efectos sobre el hipocampo.

La modificacién de residuos de Ser o Thr mediante el enlace O-glicosidico del
azucar Manosa es controlada por dos glicosiltransferasas, Pomt1 y Pomt2. Como se
indica en la Figura 23, la modificacion siguiente sobre O-Manosa es la adiciéon de

GIcNAc por parte de la glicosiltransferasa Pomgnt1:

Pomtl, Pomt2 , Pomgntl ’
Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

@ Manosa B GIcNAc

Figura 23. Biosintesis de los primeros pasos de la O-manosilacion y las
glicosiltransferasas involucradas
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Luego de 7 dias en condiciones de EA y Control, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de mMARN para ninguna de las
glicosiltransferasas involucradas en los pasos iniciales de la O-manosilacién. Sin
embargo, parece haber una tendencia al aumento en los niveles de transcripto de
Pomgnt1, aunque esta no tuvo significancia estadistica (Figura 24 A, p > 0.05).
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Figura 24. Expresion hipocampal de componentes de la O-manosilacion luego de (A) 7 dias y (B) 15
dias de Enriquecimiento Ambiental. La expresion de los genes se determiné mediante real-time PCR.
Los cambios relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar cada gen al grupo Control.
Se grafican valores medios + error estandar. ** p < 0.01.

Sin embargo, la exposicion por un periodo mas prolongado al EA tuvo efectos
sobre uno de los componentes de la O-manosilacion: luego de 15 dias del
alojamiento en enriquecimiento ambiental se observé un aumento significativo en los
niveles de mARN para Pomt2 en el hipocampo de ratas del grupo Enriquecido (p <
0.01, Figura 24 B). Las restantes glicosiltransferasas de la O-manosilacion no

mostraron diferencias con respecto al Control (datos no mostrados).
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Por otra parte, el alojamiento en condiciones de aislamiento social y baja
estimulacién (grupo Aislado) afect6 la expresidén génica de las glicosiltransferasas
de la O-manosilacion: se observé una disminucion significativa en los niveles de
transcripto para Pomt1, Pomt2 y Pomgnt1 en el hipocampo de ratas del grupo
Aislado en comparacion con el grupo Enriquecido (Figura 25 A, p < 0.01). No hubo
diferencias con respecto al Control para ningin componente de la O-manosilacién
estudiado (Figura 25 B, p > 0.05).

12+ 18 4
A B
16 -
1 4

14 - L
# Dl
= 08 12 1 K
T * % * % * % i E
£ B 5 @i A
7 ! T \
= 087 oo : -
£ metes NN =mina IS A
& : . 1 : 08 - ' T ]
2 | A G
2 04 . 08 - ST .
= . . il B
. . = 04 - . .
02 1 . . . . B
.- B 02 - . . .
0 oo, TR 0 b IS
N Q N S

X X X A, N X

& Q& N 3 X! O

o o O) & N &

R ] QO((\ Q0 ° Qo((\
I:] Enriquecido E_-_-_‘: Aislado . Control E_-_‘_': Aislado

Figura 25. Expresion hipocampal de las glicosiltransferasas de la O-manosilacién luego de condiciones
de aislamiento social. La expresion de cada gen se determind mediante real-time PCR. Los cambios
relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Enriquecido (A) y Control (B). Se
grafican valores medios * error estandar. Enriquecidos n=12, Aislado n=10. ** p < 0.01.
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2. 2.3. 4. O-manosilacion. Efectos sobre la corteza

A diferencia del hipocampo, en la corteza de ratas expuestas al EA se
observaron cambios en los niveles de transcripto para dos glicosiltransferasas de la
O-manosilacién: los niveles de transcriptos para Pomt1 y Pomgnt1 disminuyeron de
manera significativa en la corteza de ratas del grupo Enriquecido (Figura 26, p <
0.01). Es de destacar la naturaleza de la respuesta del gen Pomgnti en el
hipocampo y la corteza luego del EA: una tendencia al aumento (no
estadisticamente significativo) en el hipocampo (ver Figura 24 A) y una disminucién

marcada en la corteza (Figura 26).
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Figura 26. Expresién en corteza de glicosiltransferasas de la O-manosilacion luego del
Enriquecimiento Ambiental. La expresion de los genes se determind mediante real-time PCR. Los
cambios relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar cada gen al grupo Control.
Se grafican valores medios + error estandar. Control n=10, Enriquecidos n=12. ** p < 0.01.
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2. 2.3.5. O-fucosilacion. Efectos sobre el hipocampo.

En la siguiente figura se muestra de manera esquematica las
glicosiltransferasas que participan en los primeros pasos de la O-fucosilacion de

glicoproteinas: Pofut1, Pofut2 y Fringe.

[ Pofutl, Pofut2 4 F Fringe I
Serfinr SerThr SerThr

A Fucosa Il GicNAc

Figura 27. Esquema de los componentes iniciales de la O-fucosilaciéon

Ninguna glicosiltransferasa de los pasos iniciales de la O-fucosilacién
evidencié cambios significativos de expresién génica en el hipocampo de los grupos

experimentales (Figura 28, p > 0.05).
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Figura 28. Expresion hipocampal de glicosiltransferasas de la O-fucosilacion luego del Enriquecimiento
Ambiental. La expresion de los genes se determind mediante real-time PCR. Los cambios relativos de
expresion génica fueron obtenidos al normalizar cada gen al grupo Control. Se grafican valores medios
* error estandar. Control n=10, Enriquecidos n=12.
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2. 2.3. 6. O-fucosilacion. Efectos sobre la corteza.

Sin embargo, en la corteza de los animales expuestos al EA se observé una
expresiéon diferencial para uno de los componentes de esta via de O-glicosilacion:
los niveles de transcripto para Pofut1 disminuyeron de manera significativa en la
corteza de ratas del grupo Enriquecido en comparacién con el Control (Figura 29, p
< 0.01).
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Figura 29. Expresion en corteza de dlicosiltransferasas de la O-fucosilacién luego del
Enriquecimiento Ambiental. La expresion de los genes se determiné mediante real-time PCR. Los
cambios relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar cada gen al grupo Control.
Se grafican valores medios + error estandar. Control n=10, Enriquecidos n=12. ** p < 0.01.
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2. 2.3.7.0O-GlIcNAc. Efectos sobre el hipocampo.

La figura 30 muestra de manera esquematica la participacién de la
glicosiltransferasa Ogt encargada de transferir GICNAc mediante un enlace O-
glicosidico a Ser/Thr.

Ogt -

Ser/Thr Ser/Thr

B GicNAc

Figura 30. Adiciéon de O-GIcNAc mediante la Ogt

No se observaron diferencias significativas en el nivel de transcripto de Ogt
en el hipocampo de los grupos experimentales (Figura 31, p > 0.05).
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Figura 31. Expresion hipocampal de O-GIcNAc transferasa (Ogt) luego del Enriquecimiento Ambiental. La
expresion del gen se determiné mediante real-time PCR. Los cambios relativos de expresion génica
fueron obtenidos al normalizar con el grupo Control. Se grafican valores medios + error estandar. Control
n=10, Enriquecidos n=12.
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El nivel de transcripto para Ogt tampoco fue alterado en la condicién
experimental de aislamiento en el hipocampo (Enriquecidos: 1+ 0.09 vs Aislado:
0.74 £0.15, p > 0.05; Control: 1 £ 0.19 vs Aislado: 0.93 £ 0.19, p > 0.05).

2. 2.3.8. O-GIcNAc. Efectos sobre la corteza.

Si bien en la corteza de ratas expuestas al EA se observo una tendencia al
aumento en los niveles de transcripto para Ogt, esta no fue estadisticamente
significativa (Figura 32, p > 0.05).
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Figura 32. Expresién en corteza de O-GIcNAc transferasa (Ogt) luego del Enriquecimiento
Ambiental. La expresion del gen se determin6 mediante real-time PCR. Los cambios relativos de
expresion génica fueron obtenidos al normalizar con el grupo Control. Se grafican valores medios *
error estandar. Control n=10, Enriquecidos n=12.
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A manera de resumen, la siguiente tabla indica los aumentos o disminuciones

en la expresion génica de las O-glicosiltransferasas en el hipocampo o corteza de

ratas expuestas al Enriquecimiento Ambiental:

H IPOCAMPO

CORTEZA

-

tipomucina, | YB35 AsiaTsA

JGalniz A Galnt7
AGentr |, SiaT4A

A siaT4B

0 -manosdacion | Promez (15 dias)

J Pomitl |, Pomgnil

O ~fucosilacion ND

¥ Pofuti

O -GlcNAC ND

ND

Tabla 3. Diferencias de expresion génica para las O-glicosiltransferasas indicadas. Los

resultados estan referidos al grupo Enriquecido con respecto al Control. Las flechas indican

aumento o disminucién. ND= no diferencias.

Como una manera de controlar que estos cambios en los niveles de

transcripto son especificos de la condicion experimental de enriquecimiento

ambiental, se estudié también el comportamiento del gen BDNF, factor neurotréfico

involucrado en la modulacion de varios procesos de plasticidad neuronal (Tyler et al,

2002; Rex et al, 2007).

Los resultados indicaron que el nivel de transcripto de BDNF aument6 de

manera significativa en el hipocampo de ratas del grupo Enriquecido (Figura 33, p <

0.01) mientras que en el hipocampo del grupo Aislado se observé una disminucién

en los niveles del mismo (Figura 33, p < 0.05).
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Figura 33. Expresién hipocampal de BDNF en el hipocampo de ratas en condiciones de
enriquecimiento ambiental y aislamiento social. Los cambios relativos de expresiéon génica
fueron obtenidos al normalizar con el grupo Control. La expresion del gen se determind
mediante real-time PCR. Se grafican valores medios * error estandar. Control n= 10,
Enriquecidos n=12, Aislado n=10. * p < 0.05, ** p < 0.01.

El incremento del mARN de BDNF en el hipocampo de ratas expuestas al
enriguecimiento ambiental esta de acuerdo con datos previos que indican que este
factor neurotréfico es afectado por la exposicion a ambientes con complejidad y
estimulacién (Falkenberg et al, 1992; Kuzumaki et al, 2011).

Asimismo, la disminucién del nivel de mARN de BDNF en la condicidén
experimental de aislamiento social también fue reportada previamente por otros

grupos (Barrientos et al, 2003; Bjarnebekk et al, 2007)
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2. 2. 4. Expresion proteica de O-glicosiltransferasas

Luego del analisis de la expresion génica de O-glicosiltransferasas en el

hipocampo y la corteza de ratas expuestas al EA, el siguiente objetivo de esta tesis

fue estudiar si el producto de algunos genes de O-glicosiltransferasas estudiadas

también podria ser influenciado por las condiciones experimentales.

Los resultados indicaron que los niveles de proteinas de dos componentes de

la O-manosilacion, Pomt1

y Pomgnt1, fueron similares en los tres grupos

experimentales (Control, Enriquecidos y Aislados), tanto en el hipocampo (Figura 34

Ay B) como en la corteza (Figura 34 C y D).
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Figura 34. Expresion proteica de Pomt1 y Pomgnt1 en el hipocampo (A 'y B)

y la corteza (C y D) de ratas sometidas a condiciones de EA, aislamiento y

condiciones estandar.
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2. 3. Discusion

El paradigma de Enriquecimiento Ambiental (EA) fue inicialmente puesto a
punto en el laboratorio a fin de poder asegurar posteriormente que las
modificaciones en los niveles de glicosilacion fueran especificos de la condicion
experimental. Para ello, primero se estudié el funcionamiento cognitivo de las ratas
expuestas al EA mediante varias tareas comportamentales conocidas en la
bibliografia por evaluar la memoria espacial, condicionada por el miedo y de
reconocimiento de objetos.

Los resultados indicaron que solamente en la tarea de reconocimiento de
objetos (NOR, ver Figura 11) las ratas del grupo Enriquecido tuvieron un
desempeno significativamente superior al Control. En cambio, en el Laberinto
Acuético de Morris (MWM) y la Evitacion Inhibitoria (El), no hubo diferencias en el
desempenfo entre los grupos experimentales. Estos resultados al principio resultaron
desalentadores dado que existe numerosa bibliografia que indica que el EA afecta
de manera positiva las funciones cognitivas en mamiferos, incluyendo la memoria
espacial en el MWM (Falkenberg et al, 1992), en una tarea de evitacion inhibitoria

(Kazlauckas et al, 2011), y otros.

La exposicidn al EA provee al sujeto de herramientas para el aprendizaje
informal (Rosenzweig & Bennett, 1996) el cual puede manifestarse en una tarea que
evalle la memoria episddica, tal como el NOR. Dado que el EA representa para el
animal una exposicion a experiencias o episodios de mayor complejidad con
respecto a las condiciones normales, cobran importancia los resultados obtenidos
sobre el mejor desemperio de las ratas del grupo Enriquecido en la tarea del NOR
(ver Figura 11), ya que indicarian que los eventos episodicos del EA se reflejan en

las habilidades cognitivas.
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La duracion de la exposicidn al EA es claramente una variable importante que
debe ser tenida en cuenta al investigar los cambios comportamentales en este
paradigma. Se han descripto cambios moleculares, morfoldgicos vy
comportamentales en un amplio rango de duracién del enriquecimiento ambiental:
desde la exposicion diaria por 40 minutos hasta varios meses (Ferchmin & Eterovic,
1986; van Praag et al, 2000; Kobayashi et al, 2002). Es posible que aqui no se
observaron efectos positivos del EA en el desempeino del MWM y EI porque tal vez
estos cambios comportamentales requieran mayor tiempo de la condiciéon de
enriquecimiento para ser evidentes. Otras variables a tener en cuenta son la calidad
del EA (el uso o no de una rueda de ejercicio [running wheel], tipos de elementos,
etc), la edad de los animales al comienzo del procedimiento de enriquecimiento y el
numero de animales usados en las curvas de comportamiento. Basta con explorar
las bases de datos para saber que no existe un Unico procedimiento estdndar sobre
el uso del EA en ratas y ratones. Sin embargo, con cualquier variante de
metodologia usada, es suficiente para empezar a evidenciar los efectos positivos del

EA a nivel molecular, celular y comportamental.

En el sistema nervioso, el estudio de la distribucion de oligosacaridos
asociados a glicoconjugados en superficies celulares cobra relevancia al
considerarlos como marcadores bioquimicos utiles en varias condiciones, normales
y patolégicas: en algunos tumores cerebrales pediatricos se ha demostrado,
mediante histoquimica de lectinas, una expresion prominente de la estructura
B1,4GIcNAc, para la cual se ha sido sugerido un rol de marcador de diagnosis y/o
prognosis en ciertos tumores (Rebbaa et al, 1999). Ademas, en cerebros post
mortem de pacientes con desordenes mentales como esquizofrenia y Alzheimer, se
ha revelado una distribucion diferencial de lectinas para varios oligosacaridos, la
cual parece estar especificamente asociada a la condicion patoldgica (Nishimura et
al, 2000). Los resultados presentados en esta tesis indican que luego de la
exposicion a condiciones de EA, solamente se observaron cambios en el patrén de

expresién del glicoepitope Galp1,3GalNAc (Figura 14 B). Esta estructura
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corresponde al core 1 de la via de O-glicosilacion tipo mucina, un antigeno
carbohidrato cuya expresion estd asociada a cancer y metastasis. A fin de
establecer el significado de la expresion de este glicoepitope en el SNC, se necesita
esclarecer en estudios futuros las glicoproteinas portadoras de esta modificacion.

Uno de los puntos cruciales de regulacion en la biosintesis de
glicoconjugados es la regulacién de la transcripcion de genes que codifican para
glicosiltransferasas (Zeng & Yu, 2008). En la corteza de ratones se ha demostrado
previamente que la exposicion a condiciones de EA afecta los niveles de expresién
de genes involucrados en la estructura neuronal, senalizacién y plasticidad
sindptica, aprendizaje y memoria (Rampon et al, 2000). En vista de los resultados
obtenidos, es evidente que la influencia del EA en el cerebro se manifiesta también
en la regulacién transcripcional de algunos componentes de la maquinaria de O-
glicosilacion.

De todas las vias de O-glicosilacion estudiadas a nivel de la expresién de
mARN en el hipocampo, la Unica que fue afectada por el EA fue la de O-glicosilacion
tipo mucina. En particular, en las substituciones posteriores sobre el O-GalNAc
inicial (ver Figura 18 para un mayor seguimiento). Uno de ellas fue la expresién
diferencial de la core 3 sintasa, B3Gnt6 (ver Figura 19 A). En 6rganos digestivos
como estdémago, intestino delgado y colon, la principal estructura central de O-
mucinas es el core 3 (GlcNAcB1,3GalNAca1-Ser/Thr). La expresion de B3Gnt6
parece estar inversamente relacionada con fendmenos de proliferacion celular: en
lineas celulares y células de cancer de colon, se ha reportado una disminucién en la
expresion genica de B3Gnt6 (Brockhausen, 1999). Ademas, la transfeccion de la
glicosiltransferasa B3Gnt6 en células de cancer de préstata resulté en la supresion
de la formacién del tumor y disminucién en la metastasis (Lee et al, 2009). En
cuanto a la participacién de B3Gnt6 en el SNC, solamente existe un trabajo en la
bibliografia en el cual los niveles de expresion del transcripto para este gen son casi
indetectables en el cerebro (lwai et al, 2002), por lo cual el resultado presentado en
esta tesis es el primer reporte sobre cambios en el SNC de los niveles del
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transcripto para un componente asociado a tumores (B3Gnt6) en respuesta a

modificaciones en el ambiente.

Otra de las glicosiltransferasas cuyo nivel de transcripto se alteré en el
hipocampo luego de la exposicién al EA fue la sialiltransferasa SiaT4A. Esta enzima
es una de las isoformas responsables de la modificaciéon con Acido Sidlico del core
1, punto de bifurcacion importante en la biosintesis de O-glicanos tipo mucina
(NeuAca2,3Galp1,3GalNAcal1-Ser/Thr). SiaT4A pertenece a una familia de
sialiltransferasas, de la cual algunos miembros se expresan abundantemente en el
cerebro y estan involucrados en procesos neurales (Okabe et al, 2001). Numerosos
estudios han indicado la importante contribucion de los &cidos sialicos de los
glicoconjugados de superficie celular a la plasticidad neural en el cerebro
(Rutishauser & Landmesser, 1996). Por ejemplo, la adicién de Acido Polisidlico
(PSA, por sus siglas en inglés) sobre la Molécula de Adhesion Neural (NCAM) esta
mediada por la polisialiltransferasa ST8Sia Il (Franceschini et al, 2001), cuya
ausencia de expresion resulta en defectos en la localizacion de axones en el
hipocampo (Angata et al, 2004). En relacion a SiaT4A, un trabajo previo demostré
que en ratas sometidas a la induccién de epilepsia (un modelo de plasticidad neural
patologico) los niveles hipocampales de expresion del gen SiaT4A disminuyeron de
manera significativa (Okabe et al, 2001). Por el contrario, en el modelo de
plasticidad neural representado aqui a través del EA, se observo un aumento en el
nivel de mARN de SiaT4A. Aunque el cerebro epiléptico representa un modelo de
plasticidad neural bastante utilizado (cambios en los niveles de neurotrofinas,
neuropéptidos, morfoldégicos y aumento en la neurogenesis) (Scharfman 2002),
sigue siendo una condicion patoldgica, la cual se manifiesta en general en disturbios
comportamentales (Jones et al, 2008). De todos modos, esos resultados y los
obtenidos en esta tesis sugieren una participacioén diferencial de la sialiltransferasa
SiaT4A en eventos de plasticidad neural, cuya modulacion depende
especificamente de las condiciones de cada experiencia. Los resultados
presentados aqui contribuyen al estudio de gran familia de las sialiltransferasas y su

participacion en funciones neurales.
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En corteza, la via de O-glicosilacion tipo mucina fue la que mayormente tuvo
un perfil de expresion de mARN de O-GTs distinto asociado a la exposicion al EA.
La formacién inicial del epitope O-GalNAc, primera estructura en esta biosintesis,
esta controlada por varias enzimas de la familia GalNAc-T, entre las cuales existe
redundancia en la especificidad del sustrato y jerarquia en la actividad. Solamente
algunos miembros de esta gran familia han sido asociados al SNC, como por
ejemplo Galnt1, Galnt2 y Galnt10 durante el neurodesarrollo del ratén (Kingsley et
al, 2000; Nelson et al, 2002). Aqui, se mostrdé que la expresién de los mARN de
Galnt2 y Galnt7 estd diferencialmente modulada por las modificaciones en el
ambiente, resultados que no han sido reportados previamente en la literatura para
ningun miembro de la familia de GalNAc-T en el SNC.

Es de destacar la dindmica por parte de algunas glicosiltransferasas de la O-
manosilacién ante distintas duraciones de exposicion al EA evaluados aqui para
algunos genes: luego de 7 dias de exposicién al EA, los niveles de transcripto para
Pomt2 no se alteraron. Sin embargo, luego de 15 dias de exposicion al ambiente
enriquecido, el nivel de expresion génica para Pomt2 aumentdé de manera

significativa.

Los componentes regulados de manera distinta ante cada condicién
(enriquecimiento ambiental de 7 o 15 dias y aislamiento) estan involucrados en la
glicosilacion de glicoproteinas importantes en el SN. Una de ellas es a-dystroglycan
(a-DG) y la otra es J1/Tenascin. Ambas son glicoproteinas modificadas con O-
manosas que participan en la comunicacion intraneuronal con el espacio
extracelular (en el caso de o-DG) y en procesos de adhesidon neurona-astrocito
(J1/Tenascin). Que algunos componentes de la O-manosilacion muestren una
dinamica de expresion génica diferente ante situaciones de plasticidad neural
distintas (EA y aislamiento), resalta la importancia de esta forma de glicosilacion en
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el SNC y su participacién en condiciones no sélo patolégicas (como distrofias
musculares y anormalidades en el cerebro, ver Introduccién) sino también en

condiciones fisiolégicas normales.

El enriquecimiento ambiental es un paradigma ampliamente usado para
evaluar principalmente los efectos de experiencias mas complejas y estimulantes
que las condiciones normales de laboratorio en animales de experimentacion, a
varios niveles: molecular, celular y comportamental, tanto en condiciones normales
como patoldgicas. Desde las etapas tempranas del desarrollo cerebral hasta la
adultez, la estimulacién sensorial, motora y cognitiva que ocurre mediante la
interaccion con el entorno representa un papel importante en la modulacién y el
refinamiento de la circuiteria neuronal requerida para las funciones neurales. Las
modificaciones introducidas en el ambiente claramente indicaron una influencia en la
expresion de la maquinaria de glicosilacion del cerebro. A nivel de la expresion de
genes de O-glicosiltransferasas, el enriquecimiento ambiental produjo cambios en el
patrén de expresion de algunas glicosiltransferasas del camino de la O-glicosilacion
tipo mucina, los cuales se manifestaron de manera diferencial en el hipocampo y en
la corteza de ratas. Al no existir antecedentes previos sobre ninglin componente de
esta forma de O-glicosilacion y su relacion con el cerebro, la relevancia de los

cambios mostrados cobra importancia.

Finalmente, se destaca que en la presente tesis doctoral se verifico la
hipotesis planteada de que la glicobiologia del hipocampo y de la corteza de
cerebros de rata podria ser influenciada por un modelo de potencial induccién de
plasticidad neural como es el Enriquecimiento Ambiental. En particular, los efectos
se manifestaron a nivel de uno de los principales puntos de regulacion de la
biosintesis de glicanos: la expresidn transcripcional de los genes de O-
glicosiltransferasas. Quedara a futuro elucidar la importancia funcional y patolégica
de estos cambios.
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3. 1. Introduccion

La adaptacion de un animal al ambiente que lo rodea depende de su
habilidad para adquirir una amplia variedad de comportamientos (ademas de los
innatos) utiles para su supervivencia. Uno de los aspectos mas destacables del
comportamiento de un animal es su habilidad para modificar el mismo mediante el
aprendizaje (Kandel, 2001). Una consecuencia directa del aprendizaje es la
memoria, la cual preserva la informaciéon adquirida en el pasado para el uso
inmediato o posterior. La memoria puede ser definida como una representacion
interna dependiente de una experiencia comportamental, codificada de manera
espacio-temporal en circuitos neuronales mediante cambios en las propiedades
reactivas de las neuronas, que pueden guiar el comportamiento. En este sentido,
podemos comprender al aprendizaje como la adquisicion o la reorganizacién de
informacion que resulta en nuevo conocimiento (Dudai, 2002).

3. 1. 1. Fases de la memoria

Luego de la generacién de la memoria producto del aprendizaje, una serie de
distintos estadios en tiempo y espacio siguen para la formacion de la misma. El
primer paso del proceso es la adquisicion, en la cual la nueva informacion empieza

a ser codificada en una traza de memoria.

Durante el periodo inmediatamente después de la adquisicion, la memoria
nueva es labil y particularmente propensa a interferencias con agentes disruptores,
como injurias, drogas u otros estimulos distractores. Este periodo inicial [abil
corresponde con una memoria de corto término (MCT). Luego, la traza de memoria
entra en una forma estable e insensible a los mismos factores disruptores (MLT,
memoria de largo término) (McGaugh, 2000). Se refiere a la consolidacién como el
proceso de estabilizacion de la memoria inicial labil hacia una forma estable y
duradera, la cual es almacenada como traza de memoria (engrama). La

consolidacion sinaptica es la estabilizacion de la informacion en las sinapsis y en
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el circuito neuronal que codifica la memoria. Una extensa secuencia de eventos
moleculares como la activacion de cascadas de sefializacion intracelular culminan
en la modulacién de la expresién génica neuronal y en la sintesis de nuevas
proteinas, las cuales participarian finalmente en las modificaciones a largo término
de las propiedades funcionales de la sinapsis. Finaliza dentro de las pocas horas

luego del entrenamiento.

En circuitos mas complejos, como en el cerebro de mamiferos, operan
ademas otros procesos de consolidacion sistémica. Estos involucran una
reorganizacion gradual y continua de circuitos neuronales y areas cerebrales. En
algunos sistemas ocurre en tiempos tan largos como semanas, meses y anos
(Dudai, 2000).

La fase de evocacion se refiere al acceso o reactivacion de las
representaciones internas almacenadas mediante un recordatorio, a través de la
cual se puede evidenciar la existencia de la memoria. Varios estudios indican que,
una vez evocada la memoria, es poco probable que el engrama permanezca
exactamente igual. Por lo tanto, la evocacién representa también una experiencia

(revisado en Sara, 2000).

El concepto de que la memoria consolidada queda fija y no puede ser
modificada ni interferida cambié después de que varios trabajos demostraran lo
contrario: luego de la presentacion de un recordatorio, una memoria consolidada
atraviesa un periodo de vulnerabilidad a interferencia por agentes perturbadores
seguido de un periodo de reestabilizacion. Ante la ausencia de interferencia, durante
un cierto tiempo luego de la reactivacion, la traza de memoria reactivada vuelve a
pasar por un proceso de consolidacion, al cual se lo denomina reconsolidacion
(Przybylawski & Sara, 1997; Nader et al, 2000).
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3. 1. 2. Evitacion inhibitoria

Como ya se ha mencionado, en la supervivencia de un individuo a su entorno
la habilidad de predecir estimulos que representan una amenaza y la respuesta
adecuada ante estas situaciones cobran una gran importancia. De esta manera, los
animales aprenden a anticipar el peligro mediante la asociacion de estimulos
ambientales con eventos aversivos. Es decir, representa un aprendizaje

asociativo, la formacion de nuevos enlaces mentales entre eventos (Dudai, 2002).

El miedo es considerado como un mecanismo de defensa, el cual fue
favorecido en la evolucién por brindar proteccion a los animales en situaciones de
peligro. En el laboratorio, el miedo también puede ser adquirido rdpidamente a
través de un tipo de aprendizaje asociativo, el condicionamiento operante, en el
cual el sujeto experimental aprende las consecuencias de su comportamiento: la
presentacion de un estimulo aversivo esta condicionada al comportamiento del

animal.

Un procedimiento ampliamente utilizado en roedores es la tarea de Evitacion
Inhibitoria (El), en la cual la respuesta del animal (por ejemplo, bajar desde una
plataforma a un piso de rejilla) es seguida por un suave choque eléctrico en las
patas. De esta manera, el animal aprende a evitar realizar la respuesta que fue

seguida por la experiencia aversiva.

La tarea de evitacion inhibitoria (El) usada en esta tesis representa un tipo de
condicionamiento por miedo al contexto (contextual fear conditioning) (Figura 35).
Mediante el uso del choque eléctrico, la tarea de El involucra la represion especifica
de la tendencia natural de la rata a explorar mas alla de una plataforma, sin alterar
el comportamiento exploratorio del animal mientras permanece sobre la misma. En
una sola sesion de entrenamiento, el animal aprende a temer un contexto debido a
su asociacion con un estimulo aversivo. Tal como lzquierdo y colaboradores
ejemplifican, el aprendizaje de El corresponde a muchos ejemplos importantes de

aprendizaje en humanos, como no poner los dedos en un enchufe o mirar a la
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derecha antes de cruzar una calle en Londres, por citar sélo algunos (lzquierdo et al,
2006).

Durante el componente de entrenamiento de latarea, el animal es reprimido por hacer una
respuestaintuitiva, tal como explorar mas alla de la plataforma, recibiendo un suave shock eléctrico
en las patas.

Después de la presentacién del choque, el animal es inmediatamente removido del dispositivoy
devuelto a su jaula.

Luego de la finalizacion del intervalo de retencion de latarea, enla sesidn de evaluacion, el animal
regresaal dispositivo experimental y es tratado de igual manera que en |la sesion de entrenamiento,
conla excepcion de que no se presenta ningun estimulo experimental .

Figura 35. Esquema de entrenamiento y evaluacion en el paradigma de evitacion inhibitoria. Adaptado
de Beckinschtein et al, 2008a.

El sujeto experimental condicionado muestra una variedad de respuestas
condicionadas por el miedo, como respuesta de congelamiento (freezing) y
permanencia en la plataforma a fin de evitar la respuesta asociada al estimulo
aversivo. Se considera a la latencia de evitar la respuesta asociada al choque

eléctrico como un indice de memoria.
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3. 2. Resultados

Dentro de los objetivos de esta tesis doctoral, sobre el estudio de la
glicobiologia del aprendizaje, se utiliz6 un modelo de plasticidad dependiente de
actividad ampliamente utilizado en la investigacion del aprendizaje y la memoria: la
Evitacién Inhibitoria (El). Para ello, se utilizaron ratas machos adultas y se las
entrend en el El como ya esta descripto en la seccion de Materiales y Métodos.
Brevemente, en la sesion de entrenamiento se ubicé una rata sobre una plataforma
ubicada en el dispositivo de El. Se dej6é explorar al animal por unos segundos y
luego de bajar hacia la grilla, recibié un choque eléctrico suave en las patas (0.5 mA,
3 seg). Posteriormente, en la sesién de evaluacion, se determiné la retencion de la

memoria como el tiempo que el animal paso6 sobre la plataforma antes de bajar.

Un grupo de ratas fueron entrenadas en el El y el ensayo de retencién se
llevd a cabo a las 5 horas posteriores. A través de la prueba U Mann-Whitney se
reveld la existencia de diferencias significativas en la latencia del animal en
permanecer en la plataforma entre ambas sesiones (U = 0, p < 0.001, Figura 36). Se
decidi6 estudiar este punto temporal de 5 horas post-entrenamiento dada la
existencia de dos periodos criticos de sintesis de proteinas y glicoproteinas en la
consolidacion de la memoria en una tarea de El: uno alrededor del momento de
entrenamiento y otro de 4 a 6 horas subsecuentes (Tiunova et al, 1998; Igaz et al,
2002).
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Figura 36. Desempenio de ratas en la sesidén de entrenamiento y evaluacion del El. Las barras
representan medianas y sus respectivos rangos intercuartiles. N=12, **p < 0.01
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3. 2. 1. Caracterizacién de la distribucién de glicanos mediante histoquimica

de lectinas

Habiendo establecido que los animales entrenados en el El muestran una
retencion significativa de la tarea a las 5 hs después del ensayo inicial, el siguiente
experimento se realiz6 para responder uno de los objetivos de esta tesis: determinar
si el aprendizaje conlleva asociado cambios en el patrén de expresién de
estructuras oligosacaridas. Para ello, se determind la distribucion de receptores para
diferentes estructuras oligosacaridas mediante histoquimica de lectinas en el
hipocampo de tres grupos de ratas: Naive, Choque y Entrenadas (cada una
descripta previamente en Materiales y Métodos).

Las marcaciones fueron evaluadas en un corte de cerebro representativo

como se indica en la Figura 37:

Figura 37. Seccion frontal de cerebro de rata adulta, tefiida con hematoxilina-eosina. Magnificacién 40X.
Bregma: - 4.8 mm. Adaptado de Paxinos & Watson, 1998.
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A continuacién se indican los resultados obtenidos para algunas lectinas:

VVL 2 a/BGalNAc. Esta lectina reconoce de manera especifica al epitope O-
GalNAc, estructura inicial de la via de O-glicosilacién tipo mucina (conocido también
como antigeno T, ver Figura 4A). VVL mostrd una intensa marca pericelular en
algunas células piramidales aisladas en CA1, CA2 Y CA3 (Figura 38), sin
reactividad en el citoplasma, pero sin diferencias entre los grupos experimentales. El
neuropilo de las zonas estudiadas tampoco evidencié positividad para VVL.

Figura 38. Histoquimica para VVL, especifica para a/BGalNAc en el hipocampo de ratas Naive (marca

verde). La barra corresponde 19 um. Magnificacién 40X.

PNA 2 Galp1,3GalNAc. Siguiendo con la biosintesis de la O-glicosilacion tipo
mucina, esta lectina reconoce el glicoepitope Galp1,3GalNAc que corresponde al

core 1 0 antigeno T (ver Figura 4A en Introduccién).

Los resultados indicaron que en el hipocampo del grupo Naive, la capa
alveolar (la regidn mas superficial del hipocampo compuesta por fibras mielinizadas
de células piramidales) evidencié una marcacion intensa para PNA (Figura 39 A),

sin diferencias con los grupos Entrenados y Choque (Figura39 Dy G).
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En el Giro Dentado (GD) de las ratas Naive y Choque, el neuropilo de la capa
polimérfica evidencié una marcacion intensa (Figura 39 B y H). En cambio, en el
grupo Entrenado se observé una disminucion en la marca para los receptores PNA
en la capa polimérfica del GD (Figura 39 E). Esta disminucion en marcacion para
PNA también se evidenci6 en el % de animales positivos para la lectina (Figura 40).

En las células piramidales del hipocampo, los receptores de PNA se
evidenciaron alrededor del soma, sin diferencias notorias entre los grupos (Figura 39
C,Fel.

ENTRENADOS NAIVE

CHOQUE

Figura 39. Histoquimica para PNA, especifica de Galp1,3GalNAc, en el hipocampo de ratas Naive (a,

by c), Entrenadas (d, e y f) y Choque (g, h e i). Las barras corresponden a: a) 196 um, b) y ¢) 18 um,
d)ye) 57 um, f) 18 um, g) y h) 54 um, i) 36 um. Magnificacién 40X.
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Figura 40. Expresion de receptores para PNA, especifica de Galp1,3GalNAc, en el
hipocampo. Los datos estan expresados como el porcentaje (%) de animales positivos para
PNA. * p < 0.05, Z test, Control n=9, Entrenados n=9.

GNL > Manosa «1,3 terminal. Aunque esta tesis estd enfocada
principalmente en el estudio de los O-glicanos, se eligié estudiar también el patrén
de distribucién de una lectina de N-glicanos, como GNL, especifica de estructuras
oligomanosidicas y de alta manosa (Fouquaert et al, 2009).

Los resultados indicaron un alto contenido de receptores para Manai,3
terminal en el citoplasma de células piramidales en el grupo Naive (Figura 41 A). Al
comparar las marcaciones entre los tres grupos experimentales, se observdé un
mayor numero de células piramidales positivas para GNL en el grupo Entrenado
(Figura 41 B). El aumento en la marca para GNL en el grupo Entrenado también se
evidencié en el % de animales positivos para la lectina en varias areas del
hipocampo (Figura 42).

Por otra parte, el citoplasma de las células granulares del Giro Dentado
mostré una marcacién intensa para los receptores de GNL, sin diferencias entre los
grupos (Figura 41 D, E y F). Las fibras (de la capa alveolar) no mostraron positividad
para GNL (datos no mostrados).
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Figura 41. Histoquimica para GNL, especifica de Mana1,3 terminal, en el hipocampo de ratas Entrenadas

(bye), Naive (ay d) y Choque (cy f). Las barras corresponden a: a) 19 um, b) 18 um ¢) 36 um, d) 11 um,
e) 18 um, f) 36 um, g) 18 um, h) 38 um e i) 0,19 um. Magnificacién 40X.
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Figura 42. Expresion de receptores para GNL, especifica de Mana1,3 terminal, en el hipocampo. Los

datos estan expresados como el porcentaje (%) de animales positivos para GNL. * p < 0.05, Z test,
Control n=9, Entrenados n=9.
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LTL - Fucosa «al,2. La relevancia del estudio de distribucién de los
receptores para LTL en el cerebro radica en que el glicoepitope Fucal,2Gal existe
en posiciones terminales en N- y O- glicoproteinas y ha sido asociado con un rol
modulador importante en procesos cognitivos, como aprendizaje y memoria (Murrey
et al, 2006).

La Figura 43 indica que en varias areas del hipocampo en ratas Naive hubo
una marcacion clara de receptores para LTL: en la capa subgranular del Giro
Dentado (Figura 43D), en la capa poliméfica (Figura 43 E) y en la capa alveolar
(Figura 43 F). Los ratas del grupo Entrenados no evidenciaron diferencias de
expresion de la estructura Fuca1,2Gal con respecto al Naive (Figura 43 A, By C).
Esta distribucion similar de marcacion para LTL también se reflejé en el nUmero de
animales positivos para esta lectina (Figura 44).

ENTRENADOS

NAIVE

Figura 43. Histoquimica para LTL, especifica para Fuca1,2 en el hipocampo de ratas Entrenadas (a

b y ¢), Naive (d, e y f) y Choque (g). Las barras corresponden a: a), b) d) y ) 18 um, c¢) 196 um, f) y
g) 36 um. Magnificacion 40X.
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Figura 44. Expresion de receptores para LTL, especifica de Fuca1,2Gal, en el hipocampo. Los

datos estan expresados como el porcentaje (%) de animales positivos para LTL. * p < 0.05, Z test,
Control n=9, Entrenados n=9.

WGA 2> GIcNAc. Siguiendo con el estudio de O-glicanos, esta lectina ha sido
utilizada extensamente en el aislamiento e identificacion de glicoproteinas
modificadas con O-GlcNAc (Lefebvre et al, 2001).

Se observé una distribucion homogénea para los receptores de WGA en todo
el neuropilo del hipocampo. El citoplasma de las neuronas piramidales fue negativo.

No hubo diferencias de marcacion para WGA entre los grupos experimentales
(Figura 45 A, By C).

NAIVE ENTRENADOS CHOQUE

Figura 45. Histoquimica para WGA en el hipcampo de ratas Naive (a), Entrenadas (b) y Choque (c).
Las barras corresponden a: a) y b) 19 um y ¢) 54 um. Magnificacion 40X.
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A continuacién, se indica de manera grafica el patrén de distribucidén

hipocampal de las lectinas estudiadas (Figura 46):

Figura 46. Patr6n de distribucion en el hipocampo de las lectinas estudiadas. Magnificacion 40X.
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3. 2. 2. Expresion de genes de O-glicosiltransferasas en el hipocampo y

corteza de ratas entrenadas

Luego de caracterizar la distribucidon de receptores de lectinas en el
hipocampo de ratas Entrenadas y Naive, y dado que los resultados indicaron
algunas modificaciones en la estructura de oligosacaridos en la fase de formacién
de la memoria a las 5 hs luego del entrenamiento, el siguiente objetivo de esta tesis
fue estudiar qué sucede con la maquinaria de glicosilacion a nivel molecular como

consecuencia del aprendizaje y la memoria.

Por lo tanto, el siguiente experimento fue realizado a fin de estudiar los
niveles de mARN de O-glicosiltransferasas en el hipocampo y la corteza de ratas en
dos puntos temporales de la formacién de la memoria para la tarea de El, la
consolidacion y la reconsolidacién (indicado en la Figura 47):

Grupo Entrenados 5hs Grupo Entrenados 24hs
Entrenamiento Entrenamiento
Sacrificioalas 5hs Evaluacionalas 24hs
0.5 mA 3 seg ﬂ 0.5 mA 3 seqy ﬂ
—» Sacrificio R |—»| TST|—» Sacrificio
5hs 24 hs
Consolidacion Reconsolidacion

Figura 47. Esquema del disefio experimental usado.
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Luego de haber determinado que las ratas entrenadas retienen la memoria
para el El a las 5 hs (ver Figura 36), se evalu6 a otro grupo de animales a las 24
horas posteriores al entrenamiento en el El. A través de la prueba U Mann-Whitney
se revelo la existencia de diferencias significativas en la latencia de los animales en
permanecer en la plataforma entre ambas sesiones (U = 3, p < 0.001, Figura 48), lo
cual indica que los animales entrenados muestran retencién de la memoria para la

tarea aprendida.

05 mASseg
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Figura 48. Desempefio de ratas en la fase de entrenamiento y evaluacién del El. Las

barras representan medianas y sus respectivos rangos intercuartiles. N = 16. ** p < 0.01

A continuacion, se describen los resultados obtenidos para cada O-
glicosiltransferasa estudiada en el hipocampo y la corteza asociados a las fases de
consolidacion y reconsolidacion de la memoria para el El.
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3. 2.2.1.O-glicosilacion tipo mucina. Efectos en el hipocampo.

La Figura 49 representa de manera esquematica los pasos y las
glicosiltransferasas estudiadas y que participan en la biosintesis del O-GalNAc

inicial (antigeno Tn) y sus posteriores modificaciones con azucares.
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Figura 49. O-glicosilacion tipo mucina. Formacion del O-GalNac inicial y modificaciones
posteriores. Resaltado en negrita se indican las glicosiltransferasas responsables en cada

paso de biosintesis.

Formacion del O-GalNAc inicial

Con respecto al inicio del camino de la O-glicosilacion tipo mucina, se
observé que algunos componentes de la familia GalNAc-T tuvieron perfiles de
expresion génica diferentes dependiendo de qué fase de la formacion de la memoria
estaba siendo estudiada: A las 5 hs luego del ensayo de adquisicién, los niveles de

transcripto para la glicosiltransferasa Galnt10 disminuyeron de manera significativa
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en el hipocampo de ratas del grupo Entrenado con respecto al control (Entren.5hs,
Figura 50 A, p < 0.05), pero no hubo diferencias luego de la evocacion de la

memoria a las 24hs posteriores (Entren.24hs, Figura 50 B, p > 0.05).

0.5mA 3seg 0.5mA 3seg

— Sacrificio —b—bSacrificio

24 hs

1 A Galnt10 B

. Naive
. Entren. 5hs
I:] Entren. 24hs

—

Mivel expresion relativa

05 - *

-

Figura 50. Expresion hipocampal de Galnt10 asociada a una tarea de Evitacion Inhibitoria. (A) 5 horas luego
del entrenamiento o (B) luego de la evocacién, 24 hs luego del entrenamiento. Los cambios relativos de
expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Naive. Los valores estan expresados en media *
error estdndar. Naive n=8, Entren.5hs n=8, Entren.24hs n = 10. *p < 0.05. El esquema superior indica el

procedimiento experimental para cada grupo.

Por el contrario, luego del ensayo de retencibn 24 hs posteriores al
entrenamiento, se observaron aumentos significativos en los niveles de mARN para
otros miembros de la familia GalNAc-T: Galnt1, Galnt5, Galnt7, Galnt11 y Galnt13
(Entren.24hs, Figura 51 A-E, p < 0.01).
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Figura 51. Expresion hipocampal de varios miembros de la familia GalNAc-T asociados a una tarea de
Evitacion Inhibitoria. Los cambios relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo
Naive. Los valores se expresan en media * error estandar. Naive n=8, Entren.5hs n=8, Entren.24hs n =
10. **p < 0.01. El esquema superior indica el procedimiento experimental usado.
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Los resultados indicados en la Figura 51 parecen indicar que el aumento en
los niveles de transcripto para las GalNAc-Ts esta especificamente asociado a la
condicién experimental de este grupo, es decir, a la evocacién de la memoria 24 hs

luego del entrenamiento.

Una manera de controlar esto es mediante el estudio del comportamiento de
los genes en el grupo No Choque 24 hs (descripto en Materiales y Métodos).
Brevemente, un grupo de ratas fueron expuestas al dispositivo experimental como
en el entrenamiento, pero omitiendo el choque eléctrico y 24 hs después, expuestas
a un ensayo de evocacién. Los resultados indicaron que el nivel de transcripto para
Galnt11 disminuyé de manera significativa en el hipocampo de ratas No Choque 24
hs con respecto a los animales entrenados y evaluados (Entren.24hs: 1 + 0.06 vs
No Choque 24hs: 0.41 + 0.21, p < 0.05), sin mostrar diferencias con respecto al
grupo Naive (Naive: 1 £ 0.08 vs No Choque 24hs 0.56 + 0,25, p > 0.05). Del mismo
modo, el nivel de transcripto para Galnt13 fue menor en el hipocampo de animales
del grupo No Choque 24hs comparados con los animales entrenados (Entren.24hs:
1 £ 0.09 vs No Choque 24hs: 0.55 £ 0.06, p < 0.05) y sin mostrar diferencias con el
grupo Naive (Naive: 1 £ 0.08 vs No Choque 24 hs: 0.6 + 0,28, p > 0.05).

Substituciones posteriores sobre O-GalNAc.

Continuando en los siguientes pasos de la biosintesis de O-glicanos tipo
mucina, se observa en la Figura 49 que la adicidn posterior de azucares al epitope
O-GalNAc resulta en estructuras mas complejas (como distintas estructuras

centrales o core).

La conversion del core 1 (GalB1,3GalNAcai-Ser/Thr) al core 2 (Galp1,3

[GIcNAcB1,6] GalNAca1-Ser/Thr) es catalizada por la enzima core 2 sintasa (Gent1),
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la cual es importante porque define un punto de ramificacién en el camino de

biosintesis de O-glicanos.

De manera similar a los componentes de la familia GalNAc-T descripta, se
observd un incremento significativo en el nivel de mARN de Gcnt1 luego de la
evocacion de la memoria en el hipocampo de ratas entrenadas (Entren.24hs, Figura
52 B, p < 0.05), aunque no se observaron diferencias de expresién 5 horas después
de la sesién de entrenamiento (Entren.5hs, Figura 52 A, p > 0.05).

De manera alternativa, el core 1 (Galp1,3GalNAca1-Ser/Thr) puede ser
modificado con Acido Sidlico (formando la estructura NeuAco2,3Galp1,3GalNAcal-
Ser/Thr) mediante la accion de las sialiltransferasas SiaT4A y SiaT4B. Luego de la
reactivacion de la memoria 24 hs posteriores al entrenamiento, se observaron
aumentos significativos en los niveles de transcriptos para SiaT4A y SiaT4B en el
hipocampo de ratas entrenadas con respecto al grupo Naive (Entren.24hs, Figura 52
DyF,p<0.01).
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Figura 52. Expresion hipocampal de glicosiltransferasas que modifican el core 1 de la via de O-
glicosilacion tipo mucina luego de una tarea de Evitacion Inhibitoria. Los cambios relativos de expresion
génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Naive. Los valores se expresan en media *+ error
estandar. Naive n=8, Entren.5hs n=8, Entren.24hs n = 10. *p < 0.05, **p < 0.01. El esquema superior
indica el procedimiento experimental usado.
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3. 2.2.2. O-glicosilacion tipo mucina. Efectos en la corteza

En la corteza de ratas entrenadas, solamente se observé modificacion para
un solo componente de la familia GalNAc-T luego de la evocacién de la memoria
para el El 24 hs posteriores al entrenamiento: al igual que en el hipocampo, el nivel
de transcripto de Galnt13 aumenté de manera significativa en la corteza de ratas

entrenadas en comparacion con el grupo control (Figura 53 B, p < 0.01).

0.5mA 3seg 0.5mA 3seg
iR — Sacrificio %TR —| TST |— Sacrificio
Shs 24 hs
3 =
A *ok B
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25 A T
8 5
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Figura 53. Expresion en corteza de Galnt13 luego de una tarea de Evitacion Inhibitoria. Los cambios
relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Naive. Los valores se expresan
en media * error estandar. Naive n=8, Entren.5hs n=8, Entren.24hs n = 10. **p < 0.01. El esquema
superior indica el procedimiento experimental para cada grupo.
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3. 2. 2. 3. O-manosilacion. Efectos en el hipocampo.

La modificacién de residuos de Ser o Thr mediante el enlace O-glicosidico del
azucar Manosa es controlada por dos glicosiltransferasas, Pomt1 y Pomt2. Como se
indica en la Figura 54, la modificacion siguiente sobre O-manosa es la adicion de
GIcNAc por parte de la glicosiltransferasa Pomgnt1:

Pomtl, Pomt2 , Pomgntl ,
Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

@ Manosa B GIcNAc

Figura 54. Esquema indicando los genes responsables de los pasos iniciales de O-manosilacién

Los resultados indicaron que, a las 5 hs posteriores al entrenamiento en el El,
los niveles de mARN de Pomt1 y Pomt2 disminuyeron de manera significativa en el
hipocampo de ratas entrenadas (Entren.5hs, Figura55 Ay C, p < 0.05).

Por el contrario, luego de la evocacion de la memoria, dos componentes de la
O-manosilacién aumentaron sus niveles de transcripto en el hipocampo: Pomt1 y

Pomgnt1 (grupo Entren.24hs, Figura 55 By F, p < 0.05).
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Figura 55. Expresién hipocampal de componentes de la O-manosilacién luego de una tarea de Evitacion
Inhibitoria. Los cambios relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Naive. Los
valores se expresan en media * error estandar. Naive n=8, Entren.5hs n=8, Entren.24hs n = 10. *p < 0.05,
**p < 0.01. El esquema superior indica el procedimiento experimental para cada grupo.

Los resultados hasta ahora indican que el punto temporal de 5hs post-
entrenamiento esta asociado a una disminucién en los niveles de mARN para
algunas O-GTs. A fin de controlar que estos resultados no sean inespecificos y
resulten de la experiencia del choque eléctrico per se o de la exposicion al
dispositivo, se usaron los grupos Choque y No Choque 5hs (descriptos en
Materiales y Métodos). Brevemente, un grupo de ratas fueron puestas directamente
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a la grilla con el estimulo eléctrico, sin la posibilidad de aprender la tarea de
evitacién ni hacer ningun tipo de asociaciones, (grupo Choque). Y otro grupo de
ratas fueron expuestas al dispositivo experimental como en el entrenamiento, pero
omitiendo el choque eléctrico y fueron sacrificadas a las 5 hs (grupo No Choque
5hs).

En particular, se estudié el comportamiento del gen de Pomtil en el
hipocampo de los grupos Choque y No Choque 5hs, como indica la Tabla 4:

Pomtl
Maive 1.00+£0.15
Entrenados Shs 0.67%0.01*%
Choque 2.20+0.70
No Choque 5hs 1.10+0.10

Tabla 4. Expresion hipocampal del gen Pomt1 luego de una tarea de El. Los cambios
relativos de expresién génica fueron normalizados al grupo Naive. Los valores para el gen
estan expresados en media + error estandar. * p < 0.05 con respecto al grupo Naive.

La tabla 4 indica que la disminucion en el nivel de mARN de Pomt1 es
especifica del aprendizaje y formacion de memoria del grupo Entrenados 5hs: el
choque eléctrico por si mismo no generd ningun tipo de efecto en los niveles de
Pomt1 (ver grupo Choque) y la exposicién al dispositivo per se no tuvo ningun efecto

sobre los niveles del gen Pomt1 en el hipocampo (ver No Choque 5hs).

Con el mismo argumento, a fin de controlar que el aumento en los niveles de
mARN de Pomt1 y Pomgnt1 luego de la evocacion de la memoria son especificos
de esa condicion experimental, se midieron los niveles de transcripto en los grupos
No Choque 24 hs y Entrenados-No Evaluados 24 hs, descriptos en Materiales y
Métodos. Brevemente, un grupo de ratas fueron expuestas al dispositivo

experimental como en el entrenamiento, pero omitiendo el choque eléctrico y 24 hs



Capitulo Il Evitacion Inhibitoria
Resultados

después, expuestas a un ensayo de evocaciéon (No Choque 24 hs). Y otro grupo de
ratas fueron entrenadas en las condiciones descriptas, y a las 24 hs fueron
sacrificadas directamente, sin ser expuestas a la fase de evocacion de la memoria

(Entrenado-No Evaluado24hs). La tabla 5 indica los resultados obtenidos:

Pomtl Pomgntl
Maive 1.00+0.22 Maive 1.00+0.18
Entrenados 24hs 1.72+0.20* Entrenados 24hs 1.78+0.14 %%
No Choque 24hs 0.87 £0.16 Mo Choque 24hs 0.85+0.15
Entrenado-No Evaluado 24hs 0.90 £0.20 Entrenado-No Evaluado 24hs 1.56 £0.29

Tabla 5. Expresion hipocampal de los genes Pomt1 y Pomgnt1 luego de una tarea de El. Los valores para
cada gen estan expresados en media + error estandar. *p < 0.05, ** p < 0.01 con respecto al grupo Naive.

La exposicion al dispositivo de entrenamiento por si mismo no tuvo efecto
sobre la expresiéon de los mARN de Pomt1 y Pomgnt1 (ver No Choque 24hs, p =
NS). Ademas, a las 24hs luego del entrenamiento tampoco se observaron cambios
en los niveles de transcripto para estos genes en el hipocampo (ver Entrenado-No
Evaluado 24hs, p = NS). Estos resultados indican entonces que la induccién en el
aumento de mARN para Pomt1 y Pomgnt1 luego de la evocacién de la memoria (ver
Figura 55 A y F) son especificos de esta condicion experimental, en la cual

subyacen mecanismos del proceso de reconsolidacion.
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3. 2.2.4. Adicion de O-GIcNAc. Efectos en el hipocampo.

La figura 56 muestra de manera esquematica la participacién de la enzima O-
GlcNac transferasa (Ogt) en la modificacidn de glicoproteinas con este azicar.

=
{ Ogt _

1

Ser/Thr Ser/Thr

B GicNAc

Figura 56. Adicion de O-GIcNAc mediante la glicosiltransferasa Ogt

A las 5 hs después de la sesion inicial de entrenamiento, el nivel de
transcripto de Ogt disminuyé de manera significativa en el hipocampo de ratas
entrenadas con respecto al Naive (Entren.5hs, Figura 57 A, p < 0.01). Por el
contrario, en ratas entrenadas que fueron sometidas a la fase de evocacion de la
memoria 24 hs después, hubo una induccién al aumento en el nivel de mARN de
Ogt (Entren.24hs, Figura 57 B, p < 0.05).
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Figura 57. Expresiéon hipocampal de la O-GIcNAc transferasa (Ogt) luego de una tarea de Evitacion
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Inhibitoria. Los cambios relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Naive. Los
valores se expresan en media * error estandar. Naive n=8, Entren.5hs n=8, Entren.24hs n = 10. *p <
0.05, **p < 0.01. El esquema superior indica el procedimiento experimental para cada grupo.

La disminucion en el nivel de mARN de Ogt observado en el hipocampo de
ratas luego de 5 hs post-entrenamiento parece ser especifico del aprendizaje y
formacion de la memoria de este grupo, ya que cuando se evalud la expresion de
mARN de Ogt en el grupo Choque (ratas expuestas directamente sobre la grilla con
choque eléctrico, sin posibilidad de hacer ninguna asociacion de aprendizaje), no
hubo diferencias con respecto al Naive, es decir, el choque eléctrico por si mismo no
generd ningun tipo de efecto en los niveles de Ogt (p = NS, Tabla 6 A). Ademas, la
exposicion al dispositivo de entrenamiento no influyé en el nivel de mARN de Ogt en
el hipocampo de ratas entrenadas pero con omisién del choque eléctrico (grupo No
Choque 5 hs, p = NS, Tabla 6 A).

El aumento en el nivel de mMARN de Ogt observado en el hipocampo de ratas
luego de la evocaciéon de la memoria 24 hs del entrenamiento (ver Figura 57 B)

parece indicar que es especifico de esa condicidn experimental, ya que cuando se
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evalud la expresion de mARN de Ogt en el hipocampo del grupo No Choque 24 hs
(animales expuestos al dispositivo experimental como en el entrenamiento, pero
omitiendo el choque eléctrico y 24 hs después, presentados a un ensayo de
evocacion) no se observaron diferencias con respecto al Naive (No Choque 24 hs, p
= NS, Tabla 6 B).

Es interesante notar el nivel significativamente menor de mARN de Ogt en el
hipocampo de ratas del grupo Entrenados-No Evaluados 24 hs (entrenadas en las
condiciones ya descriptas, y a las 24 hs fueron sacrificadas directamente, sin ser
expuestas a la fase de evocacion de la memoria) con respecto al Naive (Tabla 6 B).
Esto podria estar indicando que los mecanismos desencadenados por la evocacion
de una memoria de El a las 24 hs luego del entrenamiento (grupo Entrenados 24 hs)
modulan la expresion del mMARN de Ogt.

A B
Ogt Ogt

Maive 1.00+£0.22 MNaive 1+0.06

Entrenados Shs 0.32+0.09** Entrenados 24hs 1.67+0.28*

Choque 1.54+0.33 Mo Choque 24hs 1.52+0.26

No Choque Shs 1.48+0.31 Entrenado-No Evaluado 24hs 0.16+0.01 **

Tabla 6. Expresion hipocampal de Ogt en una tarea de El. (A) A las 5 hs post-entrenamiento y
(B) Luego de la fase de evocacién 24 hs después del entrenamiento. Los valores para el gen
estdn expresados en media + error estandar. * p < 0.05 y ™ p < 0.01 con respecto al grupo
Naive.
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3. 2.2.5. O-fucosilacion. Efectos en el hipocampo
La siguiente figura muestra de manera esquematica las fucosiltransferasas

que participan en los primeros pasos de la O-fucosilacion de glicoproteinas: Pofuti,

Pofut2 y Fringe.

A

{
[ Pofutl, Pofut2 + \ Fringe :
Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr

A Fucosa [ GlcNAc

Figura 58. Esquema de los componentes iniciales de la O-fucosilacién

La figura 59 indica que el nivel de mARN de Pofutl aumenté de manera
significativa en ambos grupos de ratas entrenadas en el El. estos cambios se
observaron a las 5 hs luego del ensayo inicial de aprendizaje (Entren. 5h, Figura 59
A, p < 0.05) y luego de la evocacion de la memoria para el El (Entren. 24h, Figura
59 B, p < 0.05). Para los restantes componentes de la O-fucosilacion, no hubo
cambios en el nivel de expresion génica en ninguno de los grupos experimentales

(datos no mostrados).
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Figura 59. Expresién hipocampal de Pofut1 luego de una tarea de Evitacion Inhibitoria. Los cambios
relativos de expresién génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Naive. Los valores se expresan en
media % error estandar. Naive n=8, Entren.5hs n=8, Entren.24hs n = 10. *p < 0.05. El esquema superior
indica el procedimiento experimental para cada grupo.

La tabla 7A indica que el aumento en el aumento en el nivel de mARN de
Pofut1 observado en el hipocampo de ratas luego de 5 hs post-entrenamiento
parece ser especifico del aprendizaje y formacién de la memoria de este grupo, ya
que cuando se evaluo la expresion del mMARN de Pofut1 en el grupo Choque (ratas
expuestas directamente sobre la grilla con choque eléctrico, sin posibilidad de hacer
ninguna asociacion de aprendizaje), no hubo diferencias con respecto al Naive, es
decir, el choque eléctrico por si mismo no generd ningun tipo de efecto en los
niveles de Pofutl (p = NS, Tabla 7 A). Ademas, la exposicidén al dispositivo de
entrenamiento per se no tuvo influencia en el nivel de mMARN de Pofutl en el
hipocampo de ratas entrenadas pero con omision del choque eléctrico (grupo No
Choque 5 hs, p = NS, Tabla 7 A).

Por otra parte, el aumento en el nivel de mARN de Pofut1 observado en el
hipocampo de ratas luego de la evocacion de la memoria 24 hs del entrenamiento
parece indicar que es especifico de esa condicion experimental, ya que cuando se

evaluo el nivel de expresion del transcripto en el grupo No Choque 24 hs (animales
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expuestos al dispositivo experimental como en el entrenamiento, pero omitiendo el
choque eléctrico y 24 hs después, presentados a un ensayo de evocacidén) no se
observé diferencias con respecto al Naive (No Choque 24 hs, p = NS, Tabla 7 B), lo
cual indica que el aumento observado no depende de la exposicién al contexto por

si solo.

Ademas, es interesante notar el nivel significativamente menor de mARN de
Pofut1 en el hipocampo de ratas del grupo Entrenados-No Evaluados 24 hs
(entrenadas en las condiciones ya descriptas, y a las 24 hs fueron sacrificadas
directamente, sin ser expuestas a la fase de evocacion de la memoria) con respecto
al Naive (Tabla 7 B). Este resultado podria estar indicando que los mecanismos
desencadenados por la evocacién de una memoria de El a las 24 hs luego del
entrenamiento (grupo Entrenados 24 hs) modulan la expresion del mARN de Pofuti

induciendo un aumento en su expresion.

A B
Pofutl Pofutl
Maive 1.00+£0.17 Maive 1.00+0.17
Entrenados 5hs 1.27+0.057 Entrenados 24hs 221+039*
Choque 0.54+0.07 No Choque 24hs 1.01+017
No Choque 5hs 1.22+0.20 Entrenado-No Evaluado 24hs 0.08 £0.009 **

Tabla 7. Expresion hipocampal de Pofut1 en una tarea de El. (A) A las 5 hs post-entrenamiento y
(B) Luego de la fase de evocacion 24 hs después del entrenamiento. Los valores para el gen estan
expresados en media + error estandar. * p < 0.05y ** p < 0.01 con respecto al grupo Naive.

3. 2.2. 6. O-fucosilacion. Efectos en corteza.

En la corteza de ratas entrenadas se observd que, luego de 5 hs post-
entrenamiento, el nivel de mARN de Pofut2 disminuydé de manera significativa con
respecto al grupo Naive (p < 0.01, Figura 60 A). No se observaron cambios luego de
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la evocacion de la memoria para el El a las 24 hs posteriores al entrenamiento (p =
NS, Figura 60 B)
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Figura 60. Expresion en corteza de Pofut2 luego de una tarea de Evitacion Inhibitoria. Los
cambios relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo Naive. Los valores
se expresan en media + error estandar. Naive n=8, Entren.5hs n=8, Entren.24hs n = 10. *p <

0.01. El esquema superior indica el procedimiento experimental para cada grupo.

La mayoria de las O-glicosiltransferasas, cuyos niveles de mARN parecieron
ser modulados por la consolidacién de la memoria a las 5 hs post-entrenamiento,
presentaron en general una disminucion en su expresion génica (salvo el mMARN de
Pofut1). Por el contrario, en el hipocampo de ratas entrenadas y expuestas a la
evocacion de la memoria, los cambios en los niveles de mARN para las O-GTs

parecieron expresarse en un aumento en la expresion de los transcriptos.
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Como una manera de descartar que estas variaciones (disminucién y
aumento) en los niveles de transcripto no se deban a artefactos técnicos y que sean
especificas de cada condicion experimental, se decidié estudiar el comportamiento
de otros genes conocidos en la bibliografia por su participacién en el procesamiento
de la memoria en este modelo de aprendizaje: la subunidad o de la kinasa
dependiente de Ca?*/Calmodulina (CaMKlla) y la neurotrofina BDNF (Brain-derived
Neurotrophic Factor) (Igaz et al, 2004; Bekinschtein et al, 2008b).

La Figura 61 A indica que el nivel de transcripto para la subunidad o de
CaMKII fue significativamente menor en el hipocampo de ratas entrenadas y
sacrificadas a las 5hs (Entren. 5hs, p < 0.05). En cambio, luego de la evocacién de
la memoria, no se observaron diferencias con respecto al grupo control (Entren.
24hs, p = NS, Figura 61 A). Los resultados obtenidos aqui, en parte, se ajustan a
trabajos previos sobre la participacién de CaMKIl en la consolidacion de la memoria
del El (lgaz et al, 2004), pero que seran revisados en la seccion de Discusion.

Por otra parte, la evocacion de la memoria 24 hs después del entrenamiento
en el El indujo un aumento en el nivel de mMARN de BDNF en el hipocampo de ratas
entrenadas con respecto al grupo Naive (Entren. 24hs, p < 0.01), aunque no hubo
modificaciones luego de 5hs (Entren. 5hs, p = NS, Figura 61 B). Estos resultados
encajan, en parte, con estudios previos sobre el comportamiento del mARN de
BDNF para la misma tarea en ratas: la formacion de la memoria para el El esta
asociado con un aumento rapido y transitorio del mMARN de BDNF (aumenta 1 hs
luego del entrenamiento y luego vuelve a niveles basales no diferentes al control)
(Alonso et al, 2002). Sin embargo, la induccién en el aumento del mARN de BDNF
en el grupo Entren.24hs no coincide con resultados previos hasta ahora y este punto
sera discutido mas adelante (ver Discusion).
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Figura 61. Expresién hipocampal de (A) CaMKlla y (B) BDNF luego de una tarea de Evitacion
Inhibitoria. Los cambios relativos de expresion génica fueron obtenidos al normalizar al grupo
Naive. Los valores se expresan en media * error estandar. Naive n=8, Entren.5hs n=8,
Entren.24hs n = 10. *p < 0.05, **p < 0.01
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3. 3. Discusion

La tarea de Evitacién Inhibitoria (El) es un modelo ampliamente seleccionado
para el estudio de la memoria en ratas y otros sujetos experimentales (lzquierdo et
al, 2006; Rose S, 1991).

Los resultados obtenidos sobre el perfil de expresion de mARN de O-
glicosiltransferasas sugieren que distintas fases de la memoria parecieron tener una
influencia diferencial sobre los genes de varias O-glicosiltransferasas. Asi se pudo
observar en el caso de la O-glicosilacion tipo mucina. Los resultados mostraron que
algunas glicosiltransferasas de la familia de GalNAc-T, encargadas de la formacion
del glicoepitope O-GalNAc (el paso inicial en esta via de biosintesis), tuvieron
diferentes perfiles de expresion de transcriptos en el hipocampo dependiendo de
qué fase de la formacion de la memoria estaba siendo estudiada. En el grupo
experimental que fue expuesto a un ensayo de evaluacion de la tarea 24 hs luego
del entrenamiento (grupo Entrenados 24hs) estdn presentes los diferentes
mecanismos moleculares desencadenados por la evocacién de la memoria del
contexto asociado a un estimulo aversivo, descripto ampliamente en la bibliografia
(Suzuki et al, 2004). Dentro de estos mecanismos moleculares, las
glicosiltransferasas iniciadoras de la O-glicosilacion tipo mucina también parecen
tener algun tipo de participacién, ya que los resultados indicaron incrementos
significativos en la expresién de transcriptos de Galnt1, Galnt5, Galnt7, Galnt11 y

Galnt13 en el hipocampo de ratas Entrenadas con respecto al Naive (ver Figura 51).

El otro grupo experimental estudiado en esta tesis fue entrenado en el El y
sacrificado 5 hs después (grupo Entrenados 5hs). El mismo representa los
mecanismos moleculares caracteristicos de la etapa de consolidacidén de la memoria
para el El, descripto extensamente en la bibliografia (Izquierdo et al, 2006). En el
hipocampo de estos animales, en cambio, hubo diferencias de expresion para

solamente uno de los componentes de la familia GalNAcT; Galnt10 (ver Figura 50).
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De acuerdo al esquema de la formacién de O-glicanos tipo mucina (ver
Figura 49 para un mejor seguimiento), la formacion del core 1 (Galp1,3GalNAcal-
Ser/Thr) depende del paso previo que es la adicién de GalNAc a Ser/Thr por algun
miembro de la familia GalNAc-T. Si se tiene en consideracién los resultados de
histoquimica para lectinas, se observa que la marcacion con PNA (lectina especifica
para el core 1) disminuyé en el Giro Dentado de animales entrenados y sacrificados
a las 5hs (ver Figura 39 E). Dado que en este grupo solamente Galnt10 fue alterado
por el aprendizaje, y disminuyd la expresién del transcripto en el hipocampo (del
cual, el Giro Dentado forma parte), es posible pensar que la disminucién del
glicoepitope Galp1,3GalNAcal1-Ser/Thr (receptor de PNA) esté relacionada con los
menores niveles de transcripto de Galnt10. No hubo diferencias de marcacién para
ninguna otra lectina estudiada. Esto genera un interrogante: Cudl es la dinamica
temporal de la remodelacién del arbol oligosacarido en un glicoconjugado
(glicoproteina, glicolipido, etc) en el SNC? Una posibilidad es que los cambios en la
estructura oligosacarida requieren mayor tiempo en remodelar sus componentes, y
que por lo tanto, lo observado aqui a las 5hs post-entrenamiento no es

representativo del fendémeno dinamico de la glicosilacién.

Estas glicosiltransferasas sintetizadoras de O-glicanos tipo mucinas estan
muy bien caracterizadas en tejidos con funciones de secrecion y también en cancer.
Sin embargo, en el SNC solamente unos pocos miembros de la gran familia
GalNAc-T han sido identificados. Por ejemplo, la isoforma Galnt13 se expresa de
manera abundante y especifica en el cerebro y cultivos primarios de neuronas
(Zhang et al, 2003). En cuanto a la expresidn génica, se ha reportado que el nivel de
transcripto de Galnt13 aumenta en oligodendrogliomas (Ducray et al, 2008) y en
neuroblastomas, estando en este Ultimo caso asociado a un aumento conjunto de
genes involucrados en remodelacién neuronal (Berois et al, 2006). En células en
cultivo, el aumento en la expresion génica de Galnt13 esta regulada por Pax7b, un
factor de transcripcion importante durante el desarrollo y funcionamiento del SNC
(White R & Ziman, 2008).
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En cuanto a estudios sobre la expresion de componentes de la familia
GalNAc-T y modelos de plasticidad neural, existe en la bibliografia solamente un
trabajo que involucra la alteracién del estimulo visual y su efecto sobre el desarrollo
de la circuiteria neuronal en corteza: este modelo produjo varios cambios de
expresién de genes en la corteza de ratones con oclusibn monocular, entre los
cuales, Galnt13 y Galnt1 aumentaron su expresion en los animales con oclusién con
respecto al control (Tropea et al, 2006). La enzima Galnt1 es otra de las
glicosiltransferasas de esta familia descripta en el SNC: los niveles de transcripto
son elevados durante el neurodesarrollo del ratén (Kingsley et al, 2000).

Aqui se mostré que la expresién de los mARN de Galnt1, Galnt5, Galnt7,
Galnt10, Galnt11 y Galnt13 parece estar diferencialmente moduladas por una
experiencia de aprendizaje y formacién de memoria.

Vale la pena mencionar que los grupos experimentales usados en esta parte
de la tesis representan diferentes estadios de la formacién de la memoria para el El.
Al proceso por el cual las memorias nuevas y labiles (MCT por Memoria de Corto
Término) son estabilizadas hacia memorias duraderas y estables (MLT por Memoria
de Largo Término) se refiere como consolidacion (McGaugh, 2000). Ademas, la
reactivacion o recuperacion de una memoria consolidada y estable volveria la
misma a un estado |abil, sensible a agentes perturbadores (Nader et al, 2000b). Una
memoria reactivada requiere entonces un proceso activo para transformarse en
estable otra vez, un proceso referido como reconsolidacion. Numerosos trabajos
indican que tanto en la consolidacion de un aprendizaje inicial como en la
reconsolidacion de una memoria reactivada parecen participar las mismas
moléculas y mecanismos, cada uno con caracteristicas distintivas como diferentes

requerimientos temporales (revisado en Alberini, 2005).

El estudio de los posibles cambios de glicosilacién se enfocé en el punto
temporal de 5 hs luego del entrenamiento dado que se han reportado dos periodos
criticos de sintesis de proteinas y glicoproteinas durante la consolidacion de la
memoria en una tarea de El: uno alrededor del momento de entrenamiento y otro de

4 a 6 horas subsecuentes (Tiunova et al, 1998; Igaz et al, 2002). En cambio, no
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existen trabajos que asocien a la glicobiologia y la reconsolidacién de una memoria.
Para algunos componentes de la O-glicosilacién tipo mucina, los resultados
presentados aqui indican que ambos fendmenos bioldgicos (consolidacion y
reconsolidacion) parecen involucrar diferentes patrones de glicosilacion.

En cuanto a la O-manosilacidén, se observaron variaciones en la expresion de
mMARN de componentes de esta via dependiendo de qué fase de formacién de la
memoria estaba siendo analizada. En mamiferos, la biosintesis de la O-
manosilaciéon es iniciada por un complejo de O-manosiltransferasas mutuamente
indispensables para su actividad y expresiéon; Pomt1 y Pomt2 (Manya et al, 2004).
Es interesante destacar el comportamiento de la expresion de los mMARN de Pomt1 y
Pomt2 en el hipocampo de ratas entrenadas y sacrificadas a las 5hs (ver Figura 55):
ambos disminuyen sus niveles de transcripto del mismo modo. Esta regulacién
sobre componentes de la O-manosilacion asociados a un evento de aprendizaje y
memoria no ha sido reportada previamente en la bibliografia, lo cual destaca la

importancia de este tipo de glicosilacién en el SNC.

Un comportamiento similar en el nivel de mARN de Ogt, la glicosiltransferasa
encargada de transferir O-GIcNAc, se observo en el hipocampo de ratas alas 5 hs 'y
luego de la evocacidon 24hs después del entrenamiento: disminucion y aumento en
los niveles de transcripto Ogt, respectivamente (ver Figura 57). Este resultado cobra
significancia si se tiene en cuenta la relacion que existe entre la modificacién con O-
GIcNAc y el almacenamiento de la memoria. Tal es el caso del factor de
transcripcion CREB, involucrado en varios procesos, entre ellos, la formacion de
memorias (revisado en Silva et al, 1998). Diferentes MPT regulan las funciones de
CREB, y la glicosilacion por O-GIcNAc tiene un papel muy importante. Numerosos
trabajos indican que la modificacion de CREB con O-GlcNAc afecta su actividad
transcripcional (Lamarre-Vincent & Hsieh-Wilson, 2003; Kaleem et al, 2011).
Ademas, se ha reportado que varias glicoproteinas del sinaptosoma implicadas en
enfermedades neurodegenerativas estan abundantemente modificadas con O-
GIcNAc (Cole & Hart, 2001). Los resultados de histoquimica de lectinas para WGA
(que reconoce O-GIcNAc) no indicaron diferencias de marcacion en el hipocampo
de ratas entrenadas y control (ver Figura 45). Es probable que la dinamica de la
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glicosilacion a nivel estructural requiera mayor tiempo que 5 hs luego del

entrenamiento para hacer evidentes cambios en la composicién de glicanos.

El hipocampo, en comparacion con la corteza, presentd un mayor nimero de
variaciones de mARN de O-GT en respuesta a ambas fases de la formacion de la
memoria. Esta respuesta estuvo representada, al menos en lo que respecta a los
genes estudiados en esta tesis, por una disminucion en la expresion de transcriptos
a las 5 hs post-entrenamiento. Por el contrario, en el hipocampo de ratas entrenadas
y expuestas a la evocacién de la memoria, los cambios en los niveles de mARN
para las O-GTs parecieron expresarse en un aumento en el nivel de los transcriptos.
Para evaluar si estos cambios (disminuciones y aumentos) eran selectivos de cada
condicidén experimental, se estudié la expresién de mARN de dos moléculas con una
participacion reconocida en el procesamiento de la memoria del El: CaMKlla y
BDNF. Existe un solo reporte sobre el perfil de expresion del mMARN de CaMKlla y
su modificacién ante el procesamiento de la memoria para el El: a las 3 hs post-
entrenamiento se observdé un aumento en el nivel de transcripto de CaMKlla en el
hipocampo de ratas entrenadas (lgaz et al, 2004). En esta tesis, en cambio, se
observé una disminucion para esta molécula a las 5 hs posteriores al ensayo de
entrenamiento. Aunque estos resultados involucran puntos temporales distintos en
la curva temporal de consolidacion de la memoria, es sabido que la actividad de
CaMKlla es maxima luego de 1 hs y por un periodo de no mas de 3 hs post-
entrenamiento, luego del cual vuelve a niveles basales (revisado en lzquierdo et al,
2006).

Por otra parte, los estudios sobre la expresidn del mMARN de BDNF en el
hipocampo asociada a la formacién de la memoria de corto y largo término indican
un incremento rapido y transitorio en el nivel de transcripto, cuya expresion vuelve a
niveles basales luego de 1 hs post-entrenamiento (Alonso et al, 2002). Los
resultados obtenidos en esta tesis a las 5 hs posteriores al entrenamiento se ajustan
a lo reportado. Sin embargo, existe un unico trabajo sobre la asociacion del mARN
de BDNF y la reactivacion de la memoria 24 hs después del entrenamiento, en el

cual se indica que no existen diferencias de expresion del transcripto en el
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hipocampo de ratas entrenadas con respecto al control (Ma et al, 1998). Mientras
que en esta tesis se observd un aumento significativo del mMARN de BDNF para el
mismo punto temporal. Esta discrepancia puede ser explicada por varios factores: la
intensidad del estimulo eléctrico usado (1 mA en comparacién con 0.5 mA en esta
tesis) o por el tipo de isoforma de BDNF en estudio (se ha reportado que el
aprendizaje contextual por miedo induce una regulacion diferencial de los mMARN de

las isoformas de BDNF en el hipocampo de ratas) (Lubin et al, 2008).

La glicosilacion es la forma mas compleja de modificacién post-traduccional y
se sabe que participa en la regulacion de numerosos aspectos de las funciones
proteicas (Rudd & Dwek, 1997). Aunque existe bastante bibliografia que sugiere que
la maquinaria de glicosilacion es regulada a nivel de expresidén génica, poco se sabe
acerca de los posibles mecanismos de la regulacion de las glicosiltransferasas en el
SNC, en particular, cambios asociados al aprendizaje.

En vista de los resultados presentados, se puede concluir que: (a) las
expresiones de los mMARN de O-glicosiltransferasas parecen ser reguladas de
manera diferencial en respuesta al aprendizaje y la formacion de la memoria del El y
(b) los perfiles de transcriptos de algunas O-GTs parecen estar reguladas
diferencialmente dependiendo de qué fase de la formacion de la memoria esta
siendo estudiada. Los resultados estan de acuerdo con trabajos previos que indican
requerimientos moleculares distintos para dos procesos similares pero no idénticos,
la consolidacion y la reconsolidacién de la memoria de El (Taubenfeld et al, 2001;
Lee et al, 2004; Baratti et al, 2009).

Algunos de estos genes han sido previamente asociados a desordenes
neurales pero este es el primer reporte de cambios dependientes, al menos en
parte, del aprendizaje para la expresion génica de O-GTs en el cerebro.
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4. 1 Comentarios Finales

En los dos modelos de plasticidad dependiente de la experiencia estudiados
en esta tesis, el Enriquecimiento Ambiental y la Evitacién Inhibitoria, se ha
demostrado que la maquinaria de glicosilacién es afectada hasta cierto punto a nivel
celular (alteracion en el patrén de distribucién de oligosacaridos), y génico (cambios
en el perfil de expresion génica de O-glicosiltransferasas).

La glicosilacién de proteinas y lipidos representa una de las modificaciones
postraduccionales mas importantes en lo que se refiere a la diversidad estructural y
funcional que confiere a los glicoconjugados. No sélo por la complejidad que otorga,
sino porque se estima que es 10-10* veces mayor en contenido de informacién que
el proteoma, dependiendo de la especie. En el SNC, el rol de los oligosacaridos ha
sido cada vez méas reconocido en importancia en varios eventos de interacciones
celulares (Kleene & Schachner, 2004).

Una de las vias de O-glicosilacion estudiadas a nivel génico en esta tesis es
la de la O-manosilacién. Las glicosiltransferasas que participan en la biosintesis de
de O-manosas (Pomt1, Pomt2 y Pomgnt1) han sido asociadas a un grupo de
enfermedades neuromusculares en humanos, agrupadas dentro de Distrofias
Musculares Congénitas (CMD, por sus siglas en inglés), caracterizadas por una
migracion anormal de precursores neuronales fuera de la corteza, entre otras. El
Sindrome de Walker-Warburg (WWS) es un tipo de CMD con anormalidades muy
severas en musculos, cerebro y ojos. Se ha determinado que alteraciones genéticas
que producen mutaciones de cambio del marco de lectura en la protein O-
manosiltransferasa 1 (POMT1) humana causan la aparicion de WWS (Beltran-
Valero de Bernabé et al, 2002). Los pacientes con la enfermedad Muscle-Eye-Brain
(MEB) también presentan CMD y malformacion cerebral, pero algunos pueden
sobrevivir hasta la adultez. El gen causante para la aparicion de MEB fue
identificado como POMGNT1, enzima que modifica O-Man con GIcNAcB1,2
(Yoshida et al, 2001).
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Los resultados indicaron que el aislamiento social, acompafnado de la falta de
estimulacidén sensorial y motora (representado en el grupo Aislado) se manifiest6 en
una disminucién de la expresién génica de los componentes de la O-manosilacion
en el hipocampo: Pomti, Pomt2 y Pomgnti. En cambio, en la condicién
Enriquecida, los niveles fueron similares a los basales (comparados con el grupo
Naive). O sea, las glicosiltransferasas participes de los primeros pasos en la
biosintesis de O-manosas estan implicadas en enfermedades neurol6gicas (como
las ya mencionadas) y son respondedoras a estimulos ambientales y relacionados

con la memoria, siendo este ultimo un rol hasta el presente no conocido.

Aun cuando los resultados de la estimulacidn ofrecida por el enriquecimiento
ambiental sobre el desarrollo del cerebro y el comportamiento surgen de la
investigacion basica en animales de experimentacién, resultan de interés para
estudios en humanos ya que sugieren que la modificacién del ambiente de un
individuo se expresa en beneficios medibles. Sobre todo esto tiene importancia en
condiciones de estrés (Yang et al, 2006; llin & Richter-Levin, 2009), envejecimiento
y en la proteccion del cerebro de enfermedades neurodegenerativas
(Nithianantharajah & Hannan, 2006). Mas recientemente, se ha demostrado los
beneficios del EA en modelos de adiccién a drogas (Solinas et al, 2008; Chauvet et
al, 2009).

Se ha propuesto que el entendimiento de las bases moleculares y celulares
de los efectos del EA podria fomentar el desarrollo de una nueva clase de agentes
terapéuticos que imiten o aumenten los efectos beneficiosos de la estimulacidon
ambiental (Hannan, 2004; McOmish & Hannan, 2007). Esto queda en evidencia si
se tiene en cuenta que algunos componentes de la O-glicosilacion tipo mucina y de
la O-manosilacién han sido identificados como genes candidatos que subyacen a
desérdenes congénitos complejos, como en el desorden del espectro autista (van
der Zwaag et al, 2009).

En cuanto a los efectos en el cerebro, las diferencias entre el EA 'y el El son
amplias: mientras el Enriquecimiento Ambiental implica por parte del sujeto

experimental realizar una accién voluntaria para interaccionar con el contexto
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(rampas, juguetes, entre otros), la manifestacion del aprendizaje de la Evitacién
Inhibitoria esta asociada a una inhibicion por parte del animal (no explorar mas alla

de la plataforma en la sesion de evaluacion de la tarea).

En el modelo de El, el sujeto experimental aprende la tarea de evitar un
contexto asociado a un estimulo aversivo inmediatamente en un solo ensayo.
Existen varias razones por las cuales el uso del El es tan difundido: un aprendizaje
robusto puede ser desencadenado con solamente una Unica sesion de
entrenamiento. El condicionamiento por miedo al contexto ha sido usado para
estudiar procesos temporalmente distintos de la memoria de corto y largo plazo.
Ademas, el paradigma de El involucra a los campos de aprendizaje emocional y
desordenes emocionales de manera directa. Provee un acercamiento simple y
reduccionista para la bdasqueda de mecanismos neurobiol6gicos de aprendizaje y
memoria, y tal entendimiento es necesario para avances especificos en el

tratamiento de des6rdenes emocionales.

Ahora bien, la expresion diferencial de genes observada para ciertas O-
glicosiltransferasas en esta tesis puede no necesariamente estar involucrada de
manera directa en los mecanismos moleculares que subyacen a la formacién de
memoria para el El. Sino mas bien pueden estar reflejando procesos asociados a
los mismos, como por ejemplo, modificacién postraduccional de proteinas conocidas
por su participacién directa en estos procesos: el factor de transcripcion CREB
reconoce y se une a promotores de genes inducibles que contienen elementos de
respuesta a CAMP. CREB regula la formacidén de la memoria (Sekeres et al, 2010) y
se ha reportado que la glicosilacion con O-GIcNAc (reaccidn catalizada por la
glicosiltransferasa Ogt) disminuye la union con la maquinaria de inicio de la
transcripcion, afectando en consecuencia su actividad transcripcional (Lamarre-
Vincent & Hsieh-Wilson, 2003).

Dentro de los objetivos de esta tesis doctoral, hay que tener en consideracion
que el estudio sobre el comportamiento de la expresion génica de los genes de O-
glicosiltransferasas se realiz6 sobre niveles de transcripto (mMARN) a partir de ARN
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total (ver Materiales y Métodos para mayor detalle). Los niveles de mARN en las
células estan determinados por un equilibrio entre la tasas de sintesis y degradacién
del mARN (Elkon et al, 2010). EIl estudio del comportamiento de los genes de O-
GTs hecho en esta tesis doctoral provee una medida de la abundancia de los mARN
pero no puede discriminar si los cambios se deben a alteraciones en la transcripcién
del gen o a una mayor/menor tasa de degradaciéon del mARN. Un planteo a
responder a futuro es qué sucede con la estabilidad de los transcriptos de las O-
glicosiltransferasas estudiadas aqui en ambos paradigmas de aprendizaje. Sin
embargo, los resultados no dejan de tener validez ya que demuestran que como
consecuencia de la modificacién del ambiente por una parte y del aprendizaje
asociativo por otro, existe una modulacién sobre la glicosilacién en el cerebro y

revela redes de genes de O-GTs respondedores.

Esta tesis doctoral se ha enfocado principalmente en la O-glicosilaciéon del
SNC y se han observado resultados interesantes sobre el comportamiento de genes
asociados previamente a patologias y enfermedades en humanos. El interés por la
O-glicosilacion se basa en que inicialmente el estudio de las glicoproteinas y su rol
en enfermedades congénitas humanas ha estado enfocada en los N-glicanos
(agrupadas en CDG, por sus siglas en inglés, Congenital Disorders of Glycosylation)
y recién en los ultimos afos la O-glicosilacion ha empezado a adquirir mayor
dimension en este aspecto. Los resultados presentados en esta tesis doctoral
representan un aporte al conocimiento de las bases moleculares del aprendizaje y la
memoria en dos paradigmas ampliamente reconocidos y a la glicobiologia del
cerebro.
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5. 1 Enriquecimiento ambiental

5. 1. 1. Sujetos experimentales. Se utilizaron ratas macho Wistar (de nuestro propio
bioterio) que al momento del destete (30 dias de edad) fueron asignados al azar a
cada grupo experimental. Todos los animales fueron mantenidos bajo un ciclo de 12
horas luz/ 12 horas oscuridad, temperatura ambiental de 20 + 3°C, y con libre
acceso a agua y alimento balanceado (Gepsa Ganave, Buenos Aires, Argentina). El
diseno experimental constd de 3 grupos:

Grupo Control: las ratas (en grupos de 5 a 6 ratas) fueron mantenidas en

condiciones estandar de alojamiento hasta el fin del experimento (jaulas de plastico
transparente (59.5 x 38 x 20 cm, Tecniplast) con viruta como piso y reja de metal
(ver Figura 63).

Grupo Enriquecido: en jaulas de enriquecimiento ambiental fueron alojadas

en grupos de 5-6 ratas hasta el final del experimento. Las jaulas estan formadas por
una estructura soporte de metal y paredes alambradas (40x50x100 cm).

Grupo Aislado: en jaulas de plastico transparente (42.5 x 26.6 x 15.5 cm,

Tecniplast), con viruta como piso y reja de metal, fueron mantenidas una rata por

jaula durante el transcurso del experimento.

5. 1. 2. Procedimiento. La exposicion al ambiente enriquecido comenzé en el
momento del destete de los animales (alrededor de P30). Las jaulas enriquecidas
tenian en su interior varias plataformas de madera para saltar y trepar, tuneles,
juguetes de plastico, piso con viruta (Ver Figura 62). Los animales tenian libre
acceso a agua y alimento balanceado comun, ademas de alimento adicional como
galletas, cereales, etc. La localizacion de los alimentos iba cambiando cada 2 dias:
se ponian recipientes en el interior de la jaula o suspendidos en la pared de
alambre, de tal manera que las ratas debian treparse para alcanzarlo. La

exploracion de los objetos y del ambiente fue libre. Se realizaron cambios en la
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organizacion espacial de las jaulas (sacar o poner nuevas rampas, introducir objetos

nuevos, limpieza de la viruta del piso, etc.) cada 2 dias.

Los grupos experimentales fueron mantenidos en cada condiciéon por un
periodo de 7 dias, luego del cual fueron inmediatamente sacrificados.

Figura 62. (A) Jaulas de alojamiento estandar. (B) Condiciones de enriquecimiento ambiental.

5. 2. Pruebas conductuales

5. 2. 1. Reconocimiento de objetos

5. 2. 1. 1. Dispositivo. Esta prueba, también conocida como NOR (por sus siglas en
inglés, Novel Object Recognition) consiste en una fase de habituacion seguida por
una fase de exploracién de los objetos. EI NOR utiliza una caja de madera (Figura
63).
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5. 2. 1. 2. Procedimiento. Durante la fase de habituacién, cada animal exploré
libremente durante 5 minutos por dia durante 3 dias consecutivos la arena de
evaluacién sin objetos. La arena del NOR fue limpiada con Etanol 70% entre

animales para remover marcas olfativas.

La fase de exploracién de objetos consistia en un ensayo de familiarizacién y
uno de evaluacion. Durante el ensayo de familiarizacién, una rata fue ubicada en la
arena que contenia dos objetos idénticos, ubicados en extremos opuestos de la
caja, y se le permitié explorarlos libremente durante 5 minutos, luego de los cuales

fue devuelta a su jaula.

El ensayo de evaluacion fue llevado a cabo 24 hs luego de la exposicidén
inicial a los objetos. En la arena se ubicaron dos objetos: uno idéntico al que los
animales habian estado expuestos (familiar) y el otro un objeto al que no habian
sido expuestos antes (novedoso). La posicion de los objetos fue intercambiada entre
animal y animal. Se permitié a cada rata explorar liboremente cada objeto durante 3
minutos, luego de los cuales fueron devueltas a sus jaulas. Los objetos a explorar
en el NOR eran de materiales faciles de limpiar (plastico y madera con pintura al
aceite). Cada comportamiento fue grabado con una camara (Nikon CoolpixS51). En
el andlisis de los videos se considerd que un animal estaba explorando un objeto
cuando su hocico o bigotes apuntaban y estaban a menos de 1 cm del objeto. El
reconocimiento se evidencidé si el animal exploraba el objeto novedoso en mayor

medida que el objeto familiar.
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Figura 63. Caja de entrenamiento en el reconocimiento de objetos.

5. 2. 2. Laberinto acuatico de Morris

5. 2. 2. 1. Dispositivo. El laberinto (también conocido como MWM por sus siglas en
inglés, Morris Water Maze) utiliza una pileta circular (diametro 1,80m, altura 60 cm)
pintada de blanco y con agua (26 — 28 °C). El agua es opaca luego de la dilucién de
pintura témpera no toxica de color blanco. Una plataforma circular (15 cm diametro)
blanca fue ubicada en uno de los cuadrantes imaginarios en los cuales se subdividié
el didmetro de la pileta (ver Figura 64), sumergida 2 cm por debajo del nivel del
agua. La pileta estaba rodeada de cortinas blancas que colgaban del techo y sobre
las cuales se pegaron diversas imagenes contrastantes (indicando tres de los cuatro
cuadrantes imaginarios) que servian como claves espaciales fuera de la pileta.

5. 2. 2. 2. Procedimiento. Para el entrenamiento en la tarea de plataforma
sumergida, la misma fue mantenida en un mismo cuadrante durante todo el
experimento. Las ratas recibieron 4 ensayos por dia durante 4 dias consecutivos. En
el primer ensayo se ubico a cada animal directamente sobre la plataforma durante 1
minuto, de tal manera de indicar la existencia de un “escape” (representado por la
plataforma) del agua. En cada ensayo de entrenamiento, las ratas fueron
introducidas suavemente al agua apuntando hacia la pared de la pileta, de manera
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aleatoria se elegia cada vez el cuadrante de comienzo (NO, NE, SO o SE) y se
dejaba nadar libremente al animal hasta que alcanzaran la plataforma de escape. Si
durante el lapso de 60 segundos la rata no habia alcanzado la plataforma
sumergida, se la asistia agarrandola suavemente de la cola hasta ubicarla sobre la
superficie. Una vez que estaba sobre la plataforma, se dejaba permanecer al animal
durante 20 segundos antes de ser removidos por un intervalo entre ensayos de 60
segundos.

El indice de aprendizaje espacial del animal se determina por el aumento en
exactitud para encontrar la plataforma en un dado nimero de ensayos. En la version
con claves internas a la pileta, se marcé la posicion de la plataforma sumergida
mediante un banderin que sobresalia de la superficie del agua. De esta manera, se
registran las latencias de las ratas para alcanzar la plataforma.

Claves visuales

i T e
@ 0O

Plataforma
sumergida

Figura 64. Esquema del Laberinto Acuatico de Morris. Los colores son sblo de caracter
ilustrativo para indicar los cuadrantes imaginarios en los cuales el investigador subdivide la
pileta: NE (Noreste), NO (Noroeste), SE (Sudeste) y SO (Sudoeste).
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5. 2. 3. Evitacion inhibitoria
El dispositivo y el procedimiento son explicados en detalle en la préxima seccion
(Ver 5.3. Evitacion inhibitoria).

5. 3 Evitacion inhibitoria

5. 3. 1. Sujetos experimentales. Se utilizaron ratas macho Wistar (de nuestro propio
bioterio) de 1.5 — 2 meses de edad. Todos los animales fueron mantenidos bajo un
ciclo de 12 horas luz/ 12 horas oscuridad, temperatura ambiental de 20 £+ 3°C, y con
libre acceso a agua y alimento balanceado (Gepsa Ganave, Buenos Aires,
Argentina). Las ratas no tuvieron ninguna experiencia previa con el aparato

experimental.

5. 3. 2. Dispositivo. El aparato de entrenamiento es una caja construida en madera,
la pared frontal es de vidrio y tiene una tapa de madera que cierra la caja (Figura
65). El piso de la misma consta de una grilla formada por barras de bronce en serie
(0.1 cm de calibre) espaciadas 1 cm entre si y una plataforma deslizable de madera.
En todos los ensayos, la plataforma fue deslizada hasta permitir una superficie de
30 cmy dejar asi acceso a la grilla de barras.

Figura 65. Aparato de evitacién inhibitoria.
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5. 3. 3. Procedimiento. En la sesion de entrenamiento, cada rata fue colocada sobre
la plataforma de madera y se le permiti6 explorar libremente la misma.
Inmediatamente después de que el animal bajé desde la plataforma hacia la grilla,
recibié una descarga eléctrica suave en las patas (0.5 mA, 3 segundos). Este
estimulo fue elegido en base a resultados previos los cuales indican que con estas
condiciones se genera en los animales un desempeno intermedio (Cammarota et al,
2003). Se midio6 la latencia del animal (en segundos) al bajar con sus cuatro patas
desde la plataforma hacia la grilla de barras. Inmediatamente después de esto, la
rata fue devuelta a su jaula. El aparato de El se limpi6 con Etanol 70% entre

animales para remover marcas olfativas.

La sesion de evaluacién fue llevada a cabo a las 5 hs y a las 24 hs luego de
la sesion de entrenamiento. Cada rata fue colocada nuevamente sobre la
plataforma, pero omitiendo esta vez la descarga eléctrica, y se registrd la latencia
del animal en bajar hacia la grilla. Durante el ensayo de retencidn, se impuso una
determinacién maxima de 180 segundos, con lo cual cada animal tiene una posible
latencia maxima de ese valor. Tanto la sesidon de entrenamiento como la de

evaluacién fueron llevadas a cabo entre las 8hs y las 12hs en la franja diurna.

5. 3. 4. Grupos. El disefio experimental utilizé los siguientes grupos:

Naive: son los animales que nunca fueron expuestos al aparato de

entrenamiento.

Entrenado 5 hs: los animales fueron entrenados en el dispositivo mencionado

(es decir, recibieron el estimulo eléctrico y son probables de hacer asociaciones) y
sacrificados a las 5 horas luego de la sesion de entrenamiento.

Entrenado 24 hs: son los animales entrenados y evaluados para retencidén a

las 24 horas luego del entrenamiento.
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Choque: los animales fueron ubicados directamente sobre la grilla
electrificada, sin pasar por la plataforma, y recibieron la descarga eléctrica en las

patas.

No choque 5 hs: son las ratas que fueron expuestas al aparato como si

fueran entrenadas, pero no recibieron estimulo eléctrico, y fueron sacrificadas 5

horas después.

No chogue 24 hs: idem grupo anterior, sacrificadas 24 horas después.

Entrenado-No evaluado 24 hs: son ratas entrenadas pero no evaluadas.

Sacrificadas 24 horas después.

Todos los procedimientos experimentales con animales usados en esta tesis
han sido aprobados por el Comité de Etica de Protocolos de Investigaciéon (CEPI)
del Hospital Italiano de Buenos Aires.

5. 4. Andlisis histolégico

5. 4. 1. Preparacion del tejido. Los animales fueron profundamente anestesiados
con una mezcla de ketamina y xilazina (Rompun®, Bayer), y perfundidos
transcardialmente con Paraformaldehido (PFA) 4% en PBS pH 7.2. Los cerebros
fueron extraidos, post-fijados por inmersion toda la noche en PFA 4% a 4°C,
crioprotegidos en soluciones crecientes de sacarosa en PBS pH 7.2 (5%, 25%) y
mantenidos a -70°C hasta su uso.

5. 4. 2. Histoquimica de lectinas. En criostato se cortaron secciones transversales
del cerebro (10 um) hasta visualizar en un mismo corte el hipocampo y la corteza.
Para marcar diferentes oligosacaridos terminales, los cortes fueron incubados con
un panel de lectinas biotiniladas (Vector Laboratories, CA, USA) (ver Tabla 8)
durante 2 horas a temperatura ambiente y toda la noche a 4°C. Luego de lavado en
PBS pH 8.2 por 15min, los cortes fueron incubados con Streptavidina-FITC o
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Streptavidina-Texas Red (Vector Laboratories) durante 60min, lavados por 15min en
PBS pH 7.2. Como control de la técnica, se incubaron algunos cortes con la lectina
preincubada con su inhibidor respectivo (0.5 ul lectina/200 pl inhibidor) en buffer de
lectinas (10mM HEPES pH 7.5, 0.15 M NaCl). Se usaron las siguientes soluciones
de azucares inhibidores: a-methyl manosido (inhibidor de GNL), GalNAc (inhibidor

de VVL). La sustitucion de la lectina por PBS pH 7.2 fue tomado como control

negativo.
N
Arachis hypogaeo PMA Galpl,3GalNAC
Vicia villosa VWL o, pGalNAc
Artocarpus integrifolia JAC GalB1,3GalNAc con/sin NeuAc
Aleuria aurantica AAL Fuccl,B
Lotus tetrogonolobus ITL Fucatl,?
Griffonia simplicifolia GSLII o, BGIcNAC
Triticum vulgaris WGA GleNAc(f1,4GIcNAC), , con/sin NeuAc
Triticum vulgaris SWiGEA GlcNAC{P1.AGlcNAC), 5
Galanthus nivalis GMNL al,3 Man
Erythrina cristagalli ECL GalB1,4GlcMNAC
Sambucus nigra SNA MNeulco2,6Gal
Maackio amurensis MAL I MNeulcon?2,3Gal

Tabla 8. Listado de lectinas usadas en estudios histoquimicos.

5. 5. Biologia Molecular

Las ratas de los grupos experimentales fueron anestesiadas completamente
por inhalacién de isoflurano (Sevorane®), decapitadas y se extrajo rapidamente el
cerebro. El hipocampo y la corteza fueron extraidos manualmente sobre hielo, y

procesados para los analisis mencionados abajo.



Capitulo V Materiales y Métodos 123

5. 5. 1. Extraccion de ARN total de regiones de cerebro de rata. Para la extraccion
de ARN total (ARNt), el tejido fue homogenizado completamente en Trizol®
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, el homogenato
fue centrifugado a 12000g por 10min 4°C, el sobrenadante fue incubado con
cloroformo (0.2ml/ml Trizol), y luego de la centrifugacion se tomé la fase acuosa, la
cual contiene el ARNt. Para precipitar el ARNt, se agreg6é Alcohol Isopropilico
(0.5ml/ml Trizol) a -20°C por 45 minutos, luego se centrifugd a 12000g por 15
minutos 4°C y se hicieron varios lavados con Etanol 75% y centrifugaciones de
12000g por 5 minutos a temperatura ambiente. Se dejé secar el pellet y se
resuspendiéo el ARNt en agua destilada estéril libre de RNAsas. La calidad del

estado del ARNt se control6 en una corrida electroforética en gel de agarosa 1%.

5. 5. 2. Preparacion de cADN de hipocampo y corteza. Previamente se eliminé del
ARNt cualquier ADN contaminante con DNAsa RQ1 RNAse-free DNAse (Promega).
Luego, se incubd 1 ung ARNt templado en 1 ul de primer Oligo (dT)+2-1s (Invitrogen) a
70°C durante 5 minutos y en hielo 1 minuto. A los tubos de reaccién luego se
agreg6: ImProm-II® 5X Reaction Buffer (Promega), 0.1M dTT, 10mM dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), inhibidor de ribonucleasas Ribolock RNAse inhibitor
(Fermentas) e ImProm-1l Reverse Transcriptase® (Promega) durante 5 minutos a 25
°C, 1 hora a 42°C y 15 minutos a 70°C.

5. 5. 3. Disefio de primers de glicosiltransferasas para Real-Time PCR. Se
disenaron primers para varias glicosiltransferasas de la via de la O-glicosilacion y
para genes de expresion constitutiva (housekeeping genes) usando un set
restringido de condiciones. La secuencia codificante para un gen especifico fue
analizada en el programa de disefio de primers publico Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) con los siguientes parametros: rango del tamano del

producto, 75-150 pares de base (pb); tamafo del primer, 18-20 pb; porcentaje de
bases GC, 49-51%; Tm del primer, 58-60 °C. Todas los otros parametros son
valores default. Los primers fueron sintetizados por Eurofins MWG/Operon (ver
Tabla 9).
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5. 5. 4. Real-Time PCR. La mezcla de reaccién contenia Platinum® Taq DNA
Polymerase (Invitrogen), 10X PCR Buffer, 10 mM mix de dNTPs, 50 mM MgCl,, mix

de primers (10 uM de cada uno), agua destilada estéril, y SYBR Green | nucleid acid

stain (Invitrogen). Todos los ensayos se realizaron con el siguiente protocolo de

amplificacion: Desnaturalizacion, 10 minutos a 94 °C; Ciclado, 45 ciclos de 10

segundos a 94 °C, 10 segundos a la Tm respectiva para cada gen y 10 segundos a

72 °C. Las curvas de melting de todas las muestras se realizaron siempre como

control de especificidad.

Nombre del gen Simbolo # Acceso Secuencia de primers
C-giicosilacion tipo mucina
Polipeptido GalMAc transferaza-1 Galnt1 MM 024373 Fwd: ACGARAGGTCCTGGAGAAATG
Rev: TCTCACTCGCCATTAGGTTG
Palipeptido GalMAc transferasa-2 Galnt? MM 001106195 Fwd: TTTCTGCTTCCTGCTCACAC
Rev: AGTGGAGATTGGCGAGTTCT
Polipeptido GalMAc transferasa-5 Gaints MM_031796 Fwd: CTGCTGGTGGATGATTTCAG
Rev: TCAAGCCATGTCTCTCCTTG
Polipeptido GalNAe transferasa-7 Gaint? NM_022926 Fwd: TTCAAGCGTCGTCATCGT
Rev: ACTTCCTGGETETCC G
Paolipeptido GalMAc transferasa-10 Galnt10 MM 130742 Fad: CACGAAGCATGGCACATT
Rev: TGETATGTTGAGGGTCTCCA
Polipeptido GalMAc transferasa-11 Gaint11 MM 1993593 Fod: TGACACACAACTCGCTGAGA
Rev: TTCAACACGCTCGCTGAT
Polipeptido GalMAc fransferasa-13 Galnt13 MM_199106 Fwd: TCCAAACACAAGCGTCGET
Rev: GTAGTGCGGTGAGCGATITA
Modificaciones posteniors sobre O-GalNAC
Core 1 sintasa, GalNAc Cigaltl MM 022950 Fwd: CTGCCCTTCATTGACTTGAG
B1,3-galactosyliransferasa-1 Rev: TGCTGATCCACAGAGGAANG
Core 3 sintasa —Galp1,2 B3Gnit MM 001106211 Pwd: TCTECACTGTTTGCTCCACT
MN-acetilglucozaminitransferasa-6 Rew: CTGCCAGACACCCCTTTATT
5T3 B-galactosido o2 3 SiaT4A NM_001013219 Fwd: GACAGCCATGACTTTGTGECT
sigliltransferasa-1 Rev: CCAGGACCATGTTGACATTC
5T3 B-galactosido o2 3 SiaT4B MM 031695 Fad: TAAAGGGCTGGTGAGTCAAG
siglifransferasa-2 Rev: TGTGGACACTGAAGGGAAGT
5T6 N-acetilgalactosaminido Si5 WM 061105859 Fwd: GGETGTAAGGGTTCCTCAAA
w2 G-sialyltransferase-1 Rev: AGAGCCTGTGGTGATTITCC
Core 2 sintasa 01 6-GlcNAc transferase  Gentl MNM_0222T6 Fwd: GCTTCTGGCTTCTGCTT TET
Rev: AGCGGCTTACCCAAATGA
Glucosaminil {MN-acetil) ransferaza-3 Gentd MM 173312 Fwd: GCTCTGCTGAATAACCTGGA

Rev: TICCTCTGGETCTTGAAGTG




C-fucosilacion

Profein O-fucosyitranferasa-1

Protein O-fucosyltransferasa-2

O-fucosilpeptido B3GIcNActransierasza

C-manaosidacicn

Protein O-mannosyliransferasa-1

Protein O-mannosyliransferasa-2

Protein O- mancsa 81,2-
MN-acetylglucosaminyitransferasa

O-GlchiAciacion

O- GlcMAC transferase

Brain-derived neurctrophic factor

Ca~"ICalmodulin-dependent
proteinkinase 11 subunidad o

B-acting

Tabla 9. Listado de secuencias de primers usados.

5. 6. SDS-PAGE y Western blot

Pofut1

Pofut2

LFringe

Pomt1

Pomi2

Pomgnil

BDMF

aCahill

B-actina
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MNM_001002278

MM 001107821

NM 1333583

WM 0534062

MM 0010471149

NM_001007747

WM 017107

EF125690.1

NM_ 012520

MNM_031144

Fwd: ATGTAGACCGACCTGGCATC
Rev: ATGTTGAAGGATGGGACTGO

Fwd: AAGACGCTGCTGAAGACAGA
Rev: GAGACTCGGGAGGTCAAAAA

Fwd: ATGTCTTCATCGCCGTCA
Rev: TCGTACTCCACAGCCATCTT

Fwd: CGAGAGCATGGTATGGAATG
Rev: TCTTCAGCGTCAGCATCTTC

Fud: AACGCACCTTTITCTTCG
Rev: AACCCTCTCATCCCCATGTA

Fud: CCGTGTGTCTCAGCACTA
Rev: CAGGTCCTCTTCCAGAAC

Fwd: GATCTGTCCAGCETTCGAC
Rev: GCACATCGGGAATATCAGG

Fwd: GGACATATCCATGACCAGAAN
Rev: GCAACAAACCACAACATTATC

Fwd: CGATTCACGGAAGAGTACCA
Rev: COATATTGGGGETGCTTCA

Furd: TCTGTGTGGATTGGETGGECTCTA
Rev: CTGCTTGCTGATCCACATCTG

5. 6. 1. Extraccion de glicoproteinas de hipocampo y corteza. Todas las soluciones

usadas para obtener los extractos proteicos contenian una mezcla de inhibidores de

proteasas: AEBSF [4-(2-aminoetil) benzenosulfonil fluoruro hidrocloruro] 104 mM,

aprotinina 0.085 mM, Bestatina 4mM, E-64 1.4 mM, leupeptina 2 mM, Pepstaina A
1.5 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para obtener los extractos totales, el
hipocampo y la corteza fueron disecados del cerebro y homogeneizados en Buffer
de Lisis (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8, 100 mmol/L NaCl, 1% Triton X-100 y 0.1%
SDS). Luego de 15 minutos a 4°C, los lisados fueron centrifugados a 10000 x g

durante 10 minutos a 4°C, y el sobrenadante fue usado como extracto proteico total.
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Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Bradford utilizando el reactivo
Protein Assay (Bio-Rad) en un espectrofotometro Genesys 10S (Thermo Scientific).

5. 6. 2. SDS-PAGE. Las proteinas del extracto total fueron separadas en
electroforesis en gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes utilizando una
celda Miniprotean Il System (Bio-Rad). Luego del armado del gel de corrida (8%
acrilamida) y del gel separador, se sembraron 15-20 ug de proteinas (diluidas en 1%
DTT y Buffer de muestra) previamente hervidas en agua por 5 minutos. Como
marcador de peso molecular, se utilizé el Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder
(Fermentas). La electroforesis se desarroll6 a 130 V durante los primeros 15
minutos (hasta que el frente de corrida atravesara el gel separador) y luego a 100 V
durante 1,5 hs, en Buffer de electroforesis (Tris-Base 0.125M, Glicina 0.96M, SDS
0.05 p/v, pH 8,3). Las proteinas separadas de esta manera fueron transferidas a una
membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore Corporation) en Buffer de Transferencia
(Tris-Base 25mM, Glicina 192mM, Metanol 20% v/v, pH 8.6) durante 2 horas. Se
controlé la transferencia de proteinas a la membrana luego de la tincion reversible
con Ponceau-S, observandose las bandas caracteristicas. Las membranas fueron
mantenidas a 4 °C hasta el momento de uso.

5. 6. 3. Western-blot. Las membranas fueron activadas mediante incubacién por 1
minuto en Metanol 100% y luego fueron bloqueadas en Leche 5% en TBS durante 1
hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos utilizados estan indicados en Tabla
10.
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Pomtl
Policlonal de conejo anti-
cabra lgs/HRP
Santa Cruz Biotechnology Inc.
FRmgnEs (Santa Cruz, California, USA)
Policlonal de cabra anti- bako
conejo lgs/HRP
B-actina Dako (Glostrup, Dinamarca)

Policlonal de cabra anti-
raton lgs/HRP

Tabla 10. Listado de anticuerpos usados en Western blot.

Las diluciones de uso para B-actina fue 1:1000, y para los restantes 1:200. Se
incubaron las membranas con los anticuerpos primarios a 4°C durante toda la
noche. Luego, se hicieron 3 lavados en TBS y se incub6é con el respectivo
anticuerpo secundario (dilucién 1:1000) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de lavar 3 veces las membranas, las bandas fueron reveladas luego de la
incubacion con el sustrato para la peroxidasa de rabanito (HRP) DAB del Liquid
DAB+ Substrate Chromogen System (Dako). Se cuantificaron las intensidades y
areas de las bandas obtenidas mediante densitometria usando el programa publico
de procesamiento de imagenes Image J (NIH, http://rsbweb.nih.gov/ij/) y los

resultados fueron expresados como densidad éptica relativa (Intensidad/ Area).

5. 7. Mediciones de resultados y variables explicatorias

5. 7.1. Andlisis digital de marcaciones histoquimicas. Las imagenes fueron
generadas en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E400-Y-FL-EPI
Fluorescence) y capturadas con camara digital (Coolpix 4500, Nikon). En el estudio
de Evitacion Inhibitoria e histoquimica con lectinas, se determin6 como marca
positiva a una tincién clara y homogénea con respecto al control negativo con PBS
(sin lectina). En el estudio de Ambiente Enriquecido y lectinas, se utilizé el programa
de procesamiento de imagenes Image J para el andlisis. La inmunofluorescencia

fue semicuantificada usando este programa mediante el célculo de la densidad de
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marca fluorescente en relacién al fondo. En cada corte examinado se tomaron 5
regiones representativas y se tuvo cuidado para que coincidan al mismo nivel las
regiones del cerebro analizadas valiéndose de marcas anatémicas, manteniendo

también el mismo aumento vy filtro.

5. 7. 2. Analisis de Real-time PCR. Método de curvas estandar para cuantificacion
relativa. Los valores de fluorescencia son registrados durante cada ciclo vy
representan la cantidad de producto amplificado en ese punto en la reaccién de
amplificacion. A mayor cantidad de molde presente al comienzo de la reaccion,
menor es el numero de ciclos que lleva alcanzar el punto en el cual la sefal de
fluorescencia registrada sobrepasa la linea umbral. Este punto es definido como el
Ct (threshold cycle), cuyos valores son centrales en la cuantificaciéon de real-time
PCR. La cantidad de cada muestra experimental se determina primero en relacion a
una curva estandar (Wong & Medrano, 2005; Larionov et al, 2005), la cual se genera
a partir de una serie de diluciones de cDNA molde, que en este caso correspondia a

un pool de todas las muestras evaluadas.

Debido a que el material de uso es obtenido a partir de diferentes individuos,
es necesario primero normalizar los datos de expresion génica para corregir
variaciones entre muestras. La normalizacion a un gen de expresidn estable
(housekeeping) es actualmente el mejor método. En esta tesis se utilizd a p-actina
como el gen de referencia debido a su estabilidad en muchas condiciones

fisioldgicas y patoldgicas.

Luego, los valores normalizados se expresaron en relacion a una muestra de
referencia o calibrador. El calibrador es designado como 1x, y todas las muestras
son expresadas como la diferencia en n-veces en relacion al calibrador. Por
ejemplo, en los experimentos de ambiente enriquecido, el calibrador correspondia al

grupo Control.
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5. 8. Andlisis estadistico
Los analisis estadisticos fueron hechos utilizando el programa SPSS 17.0 (Chicago,
IL, USA).

5. 8. 1. Expresion de genes de glicosiltransferasas. La expresion de genes en cada
grupo se analiz6 a través de ANOVA de un factor considerando significativo un valor
de p < 0.05. Los resultados fueron expresados como media + error estandar.

5. 8. 2. Evitacion inhibitoria. Los datos comportamentales estan expresados como
las medianas y rangos intercuartiles de las latencias en bajar de la plataforma,
durante la sesién de evaluacién, y la significancia se evalu6é con el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis cuando se evaluaban mas de dos grupos. Las
diferencias de grupos de a pares se estimo por el test U Mann-Whitney. Valores de
p < 0.05 son considerados estadisticamente significativos.

5. 8. 3. Reconocimiento de objetos. Se utilizd una prueba de ANOVA de un factor,
considerando a valores de p < 0.05 como significativos. Los resultados son
presentados como la exploracion del objeto novedoso en relacién al objeto familiar:
[exploracion objeto novedoso/ (exploracién objeto novedoso + exploracién objeto
familiar)] x100.

5. 8. 4. Laberinto acuatico de Morris. Se determind el tiempo (seg) que emplea el
animal en encontrar la plataforma sumergida en funcion de los dias de
entrenamiento. Debido a que esta tarea involucra multiples ensayos/dia/animal, se
utilizé la prueba de ANOVA de medidas repetidas, tomando a Tiempo (dias) y
Ensayo como factores intra-sujetos y Grupo como factor inter-sujetos. Los
resultados fueron expresados como el tiempo en encontrar la plataforma como

funcion del tiempo (medias marginales).
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