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Resumen

Dinamica, localizacion y activacion de NF-kappa B durante la

consolidacion de la memoria en raton.

NF-kappa B es un factor de transcripcidn cuya activacion es necesaria para la
consolidaciéon de la memoria a largo plazo en varias especies. Este factor de transcripcion
se activa y se transloca al nucleo de las células en una ventana temporal especifica durante
la consolidacién. NF-kappa B tiene una amplia distribucién en el sistema nervioso, con una
fuerte presencia en dendritas y terminales sinapticas. Esta tesis se centra en la activacion,
localizacién y dinamica de NF-kappa B en tareas de aprendizaje que se adquieren con un
solo ensayo, la evitacion inhibitoria (IA) y una tarea adquirida en el mismo contexto pero de
signo opuesto.

Los ratones son entrenados de dos modos diferentes; ya sea recibiendo o no un
estimulo eléctrico al entrar en un compartimiento oscuro (aversivo con choque eléctrico vs.
apetitivo sin choque). Cuarenta y ocho horas después el desempefno de los animales es
evaluado. Durante la sesion de evaluacién, las latencias de entrada al compartimiento
oscuro (independientemente del tipo de entrenamiento) fueron significativamente diferentes
al dia de entrenamiento y a las latencias de un grupo control que en el dia del
entrenamiento recibe un choque no relacionado con el contexto. Ademas, la actividad
nuclear de NF-kappa B se vié aumentada durante la consolidacion de ambas tareas
comparando con animales control y naive. La inhibicion de NF-kappa B con sulfasalazina
inyectada en el hipocampo, amigdala o el nucleo accumbens inmediatamente luego del
entrenamiento produjo un deterioro en la retencion de la memoria en ambas versiones de la
tarea. Los resultados sugieren que en raton, NF-kappa B es un paso molecular critico en
diferentes areas del cerebro para la consolidacién de la memoria de largo término en una
tarea de evitacion inhibitoria y en una versién “apetitiva” de la misma.

La activacion de este factor de transcripcidon en el nucleo de las células del
hipocampo ha sido descrita a exhaustivamente. La presencia del factor de transcripcion en
la sinapsis nos llevé a investigar un posible rol local en la sinapsis, activacion y dinamica en
este sitio. En este trabajo se describen los cambios en la localizacion sinaptica de NF-kappa

B y de su actividad, durante la consolidacién de la memoria a largo plazo, tanto de la tarea



aversiva como apetitiva asociada al IA. La comparacién de la actividad sinaptosomal y
nuclear de NF-kappa B indican diferentes dindmicas para ambas localizaciones. Ademas,
se identifican dos fracciones de NF-kappa B sinaptosomal, una que se obtiene soluble en el
contenido sinaptosomal (fraccion libre) y la otra se encuentra fuertemente unida a las
membranas sinaptosomales. Durante las primeras etapas de la consolidacion la fraccion
libre se activa, la fraccion asociada a membrana aumenta mientras que la cantidad de la
fraccion libre disminuye. Estos resultados sugieren que la activacion sinaptica de NF-kappa
B y su translocacién a membranas son parte de la consolidacion de la memoria a largo
plazo en ratones.

Existen evidencias que demuestran que NF-kappa B se activa a través de la
actividad del receptor de NMDA. Tomando en cuenta este dato se apunto a disociar la sefal
eléctrica que llega al nucleo de la sefal de transduccion molecular local en la sinapsis para
estudiar la funcion sinaptica local del NF-kappa B. Para abordar este objetivo se trabajé con
péptidos que impiden la interaccién de PSD-95 (proteina de andamiaje postsinaptico) con el
receptor de NMDA. En este trabajo se muestra que la inyeccion intra-hipocampo de este
péptido interfiere de forma reversible con la consolidacion de la memoria de Evitacion
Inhibitoria (1A).

Los resultados presentados en esta tesis aportan datos cruciales para entender la
funcion sinaptica local del NF-kappa B durante la consolidacion de la memoria, tanto para

las tareas de aprendizaje aversivas como apetitivas.

Palabras Clave: NF-kappa B, memoria a largo término, consolidacion, NMDA, PSD-95,
hipocampo, nucleo accumbens, amigdala, evitacion inhibitoria, aprendizaje del apetitivo,

aprendizaje aversivo.



Abstract

Dynamics, localization and activation of NF-kappa B during

long-term memory consolidation in mice.

NF-kappa B is a transcription factor whose activation has been shown to be
necessary for long-term memory consolidation in several species. This transcription factor is
activated and translocates to the nucleus of cells in a specific temporal window during
consolidation. NF-kappa B has a wide distribution in the nervous system, with a
well-reported presence in dendrites and synaptic terminals. This thesis focuses on the
activation, localization and dynamics of NF-kappa B in a one trial learning task associated to
the inhibitory avoidance (IA) setting.

Mice were trained either receiving or not a footshock when entering a dark
compartment (aversive vs “appetitive” learning). Forty eight hours after training, latencies to
step-through regardless of its training condition were significantly different from training day
and from testing latencies of a control group that only receives a shock unrelated to context.
Moreover, nuclear NF-kappa B DNA-binding activity was augmented in the aversive and the
appetitive tasks when compared with control and naive animals. NF-kappa B inhibition by
Sulfasalazine injected either in the Hippocampus, Amygdala or Nucleus Accumbens
immediately after training was able to impair retention in both training versions. The results
suggest that NF-kappa B is a critical molecular step, in different brain areas on memory
consolidation.

The activation of NF-kappa B in the nucleus has been thoroughly described of
hippocampal cells but the presence of the transcription factor at the synapse led us to
investigate a possible local role, activation and dynamics at this site. Here | report changes
in synaptosomal NF-kappa B synaptic localization and activity, during long-term memory
consolidation of both the aversive and appetitive learning tasks associated to the IA. Activity
comparison of synaptosomal and nuclear NF-kappa B, indicate different dynamics for both
localizations. In this work two pools of synaptosomal NF-kappa B are identified, one
obtained with the synaptoplasm (free fraction) and the second bound to the synaptosomal
membranes. During the early steps of consolidation the first pool is activated, as the

membrane associated transcription factor fraction increases and concomitantly the free



fraction decreases. These results suggest that the activation of synaptic NF-kappa B and its
translocation to membranes are part of the consolidation of long-term memory in mice.

It has been reported that NF-kappa B is activated through NMDA receptor activity.
Taking this data into account, | aimed to dissociate the electrical signal that reaches the
nucleus of the local molecular transduction signal at the synapse, to study the local synaptic
function of NF-kappa B. To address this | worked with peptides that impede the interaction of
PSD-95 (postsynaptic scaffold protein) with the NMDA receptor. This work shows that the
intra-hippocampus injection of this peptide reversibly interferes with the consolidation of
memory in the aversive version of task IA.

The results presented in this thesis lay valuable groundwork for future investigation of
the local synaptic role of NF-kappa B during memory consolidation, both for aversive and

appetitive learning tasks.

Keywords: NF-kappa B, Long-term memory, consolidation, NMDA, PSD-95, Hippocampus,

Nucleus Accumbens, Amygdala, Inhibitory avoidance, appetitive learning, aversive learning.
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Introduccion

a. Memoria

Todos los animales pertenecemos a un mundo donde las presiones de seleccién
deben ser afrontadas tomando decisiones que conducen a distintos comportamientos.
Resulta imprescindible entonces adaptar los comportamientos teniendo en cuenta las
experiencias vividas. El almacenamiento de informacién, ya sea a corto o largo plazo, es lo
que da lugar a la toma de diversas decisiones y a los distintos comportamientos
emergentes. Esta capacidad de almacenar informacion durante periodos que van desde
minutos a una vida es una de las caracteristicas mas importantes del cerebro, permitiendo
predecir los eventos en un entorno cambiante. Por este motivo, entre otros, la memoria es
un area de estudio de gran importancia en la neurociencia. Identificar los procesos y
mecanismos que subyacen al almacenamiento de informacién sobre el ambiente que nos
rodea es crucial para lograr comprender en detalle el funcionamiento del cerebro.

Se ha definido a la memoria como una “representacion interna de una experiencia
comportamental codificada espacio-temporalmente en circuitos neuronales mediante
cambios en las propiedades reactivas de las neuronas que puede guiar el comportamiento”
(Kandel et al., 2000; Dudai, 2002b; Dudai, 2002a). Esta definicion pone énfasis en los
procesos que subyacen a la formacion y expresién de la memoria. Sin embargo, antes de
poder examinar en detalle estos mecanismos es pertinente definir las distintas fases que
comprenden a la memoria y los distintos tipos de memoria.

Las fases de la memoria son dinamicas y no estan fijamente delimitadas. Sin
embargo, se pueden definir la adquisicidon, consolidacion, retencion, recuperacion y el olvido

(Dudai, 2002a). La adquisicion y la consolidacion conforman la codificacion de la memoria;
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durante la adquisicion se obtiene informacion del ambiente y/o las asociaciones pertinentes,
mientras que durante la consolidacidon esta informacion se traduce en cambios neuronales
(celulares y moleculares) que permiten el posterior almacenamiento o retencién. La
memoria puede cambiar entre estados no activos (almacenados) y activos (evocacion de la
memoria) (Lewis, 1979) donde la memoria puede ser expresada en un comportamiento.
Mas aun, durante la evocacién de la memoria, podrian incluso readquirirse y reconsolidarse
(Sara, 2000; Nader et al. 2000). A su vez, se pueden formar nuevas memorias que compiten
con la memoria original al momento de la expresién. Estas memorias se denominan
memorias de extincion y se definen como “una disminucion de la frecuencia o intensidad de
un comportamiento condicionado después de la detencion del refuerzo” (Dudai, 2000a). Por
ejemplo, se puede formar una memoria de extincion que pareciera “borrar’ lo adquirido
originalmente, sin embargo en virtud de la existencia de distintos protocolos conductuales
(recuperacion espontanea, reinstalacion, etc.) que permiten la expresion de la memoria
original se sugiere la existencia de dos trazas de memorias que competirian por el control
de la conducta. La extincion difiere del olvido pues requiere de una fase de consolidacion de
la memoria para la nueva experiencia (Braud y Broussard 1973, Berman y Dudai 2001), y
podria ella misma ser olvidada (Bouton 1994). El olvido se define como una “inhabilidad
para evocar una memoria”, ya que no se puede asegurar que efectivamente la memoria se
haya borrado completa e irreparablemente (Loftus and Loftus 1980).

Esta tesis se concentra en el estudio de la fase de consolidacién de la memoria y los
mecanismos moleculares que la constituyen. Como se mencioné anteriormente, la
consolidacién conforma parte de la codificacién del engrama mnésico. En particular, durante
la consolidacion se estabiliza este engrama mediante cambios moleculares y celulares que
ocurren en las neuronas reclutadas, dando lugar a memorias de largo término. En la
practica, se define al periodo de consolidacion como la ventana de tiempo durante la cual la

formacion de la memoria de largo término es susceptible de ser interferida y/o modulada
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con distintas herramientas farmacologicas y/o conductuales (Greksch y Matthies 1980;
DeZazzo y Tully 1995). En particular esto refiere a procesos locales neuronales y se podria
hablar entonces de una consolidacion celular. Por otra parte se puede hablar de
consolidacién sistémica que implica el reclutamiento gradual de otras areas cerebrales y la
reorganizaciéon continua de los circuitos, tiempo después de la adquisicién (Dudai, 2002). En
algunos sistemas este tiempo puede ser de unas pocas horas (Shadmehr et al.,, 1996;
Shadmehr y Holcomb, 1996), pero en otros sistemas puede tomar mucho mas tiempo:
varios dias o semanas (Winocur, 1990). La consolidacion sistémica se puede detectar
observando la sensibilidad dependiente del tiempo de ciertos tipos de memoria a las
determinadas lesiones cerebrales (Schmidtke y Vollmer, 1997; Reed y Squire, 1997; Teng y
Squire, 1999). En este trabajo se utilizara el término consolidacién refiriéndose siempre a la
consolidacién celular y se aclarara en los casos particulares que sea en referencia a la
consolidacion sistémica.

Cuando se habla de memoria, ademas de las fases, es también importante definir
los tipos de memoria. Se puede de esta manera hablar de memoria de trabajo, memoria de
corto término y memoria de largo término. La memoria de trabajo dura segundos y se refiere
a una facultad cognitiva que es esencial para el comportamiento complejo (Miller et al.,
1960). Por ejemplo, la memoria de trabajo permite leer palabras de un texto y combinarlas
en un mensaje significativo. Por otro lado la memoria de corto término permite retener
informacién por minutos a horas. Aunque esta memoria comparte varios mecanismos con la
memoria de largo término una diferencia importante es que la memoria de corto término no
se ve afectada por disruptores que afectan la memoria de largo término como, por ejemplo,
los inhibidores de la sintesis proteica (Flexner et al., 1963; Agranoff y Klinger, 1964;
Barondes y Cohen, 1966). La memoria de largo término puede durar horas, dias, semanas y
hasta una vida. Una caracteristica fundamental de la memoria de largo término es como se

menciond anteriormente, la necesidad de la sintesis proteica para su consolidacion.
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La memoria de largo término se puede subdividir en dos clasificaciones de memoria
distintas, estas son la memoria declarativa o explicita y la memoria no declarativa o implicita
(Dudai, 2002a; Graf y Schacter 1985). La memoria declarativa es la retencion consciente de
hechos o eventos, mientras que la memoria no declarativa es aquella que se refiere a la
retencién de habilidades, reflejos condicionados y condicionamiento emocional. Una manera
de definirlo seria distinguir entre el “saber porqué” (memoria declarativa) y el “saber como”
(memoria no declarativa) (Ryle y Dennett, 2003). La evidencia de que el cerebro se rige por
esta distinciéon fue dada por el estudio de la amnesia en humanos y monos que logro
identificar y distinguir las areas del cerebro utilizadas durante una u otra memoria (Cohen y
Squire, 1980; Squire y Zola, 1996). Dentro de la memoria declarativa se puede categorizar
aun mas en memoria semantica (refiriéndose a la retencién de palabras, ideas, conceptos y
hechos) y memoria episddica (la cual se refiere a eventos en la vida del sujeto). La memoria
episddica incluye informacion acerca de una experiencia limitada a un momento y un
contexto en particular, mientras que la memoria semantica no esta limitada en estas
dimensiones y es independiente de la experiencia personal (Dudai, 2002a). A su vez, la
memoria episddica es la que luego puede dar lugar a la memoria semantica ya que a partir
de un episodio se puede generalizar un concepto, a medida que se disocia de el evento
puntual donde se adquirié la informacion. En esta tesis se trabajé con el aparato de
evitacion inhibitoria y dos tareas que generan memorias de largo término del tipo no
declarativa, ya que los animales son condicionados a una asociacion entre un estimulo y un

contexto que ocurren simultaneamente.

b. Aprendizaje

En la seccion anterior se desarrollo el concepto de memoria pero no se ahondo en

cdmo se adquieren las memorias. El medio por el cual se generan nuevas memorias y se
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actualizan otras es el aprendizaje. Yadin Dudai define en 1989 al aprendizaje como
“Generacion dependiente de la experiencia de representaciones internas duraderas, o
modificaciones duraderas en tales representaciones” (Dudai, 1989).

Se pueden definir tres tipos principales de aprendizaje: aprendizaje dado por la
existencia de un estimulo (habituacién y sensibilizacion), el aprendizaje que se da mediante
la observaciéon y/o el modelado de una situacion (aprendizaje complejo o cognitivo), y el
aprendizaje de la relacion entre estimulos (aprendizaje asociativo) (Rescorla, 1972;
Maldonado, 2008). Dentro del aprendizaje no asociativo, la habituacién que se define como
“una reduccion en la respuesta a un estimulo que se entrega repetidamente”, y la
sensibilizacion es “una mejora o aumento de una respuesta producida por la presentacion
de un fuerte estimulo” (Dudai, 2002). Por otro lado, el aprendizaje cognitivo es de alguna
manera un aprendizaje asociativo pero tiene una complejidad mucho mayor ya que el sujeto
aprende basandose en una regla o principio general (Maldonado, 2008). En este caso el
animal puede extraer un concepto mediante la observacion de otro individuo o la propia
introspeccién (Dudai, 2002). El aprendizaje asociativo mas simple incluye muchas de
nuestras actividades diarias que implican la formaciéon de asociaciones entre estimulos y/o
respuestas. Este se puede subdividir en condicionamiento clasico y condicionamiento
instrumental u operante (Squire et al., 2008).

El condicionamiento clasico (o pavloviano) es inducido por un procedimiento en el
que un estimulo generalmente neutro, denominado estimulo condicionado (EC), se
acompafa de un estimulo que naturalmente provoca una respuesta, denominada estimulo
incondicionado (El). En el conocido caso del perro de Pavlov el animal es presentado con
un estimulo incondicionado que es la comida, la presencia de ésta promueve naturalmente
la salivacion en el animal. La presentacion de la comida es luego acompanada o
brevemente precedida por el sonido de una campana, siendo este entonces el estimulo

condicionado. Tras varias presentaciones de los estimulos El y EC pareados se observa

18



que el animal comienza a salivar luego de la presentacion del sonido de la campana en
ausencia de la comida, denominandose ahora a ésta como la respuesta condicionada (RC)
(Pavlov, 1928). El condicionamiento instrumental (u operante) ocurre cuando un animal
asocia las consecuencias o estimulos con su propio comportamiento. En este tipo de
aprendizaje la entrega de un estimulo ya sea aversivo ¢ apetitivo depende de la expresion
de un comportamiento particular. El aprendizaje y la memoria se expresan entonces en la
probabilidad de que el comportamiento ocurra o en la manera en que este comportamiento
se ve afectado. Un ejemplo es el de una rata que recibe un pedacito de chocolate luego de
apretar una palanca dentro de la caja experimental. Se observa que la rata explora la caja
sin recibir ningun estimulo hasta que eventualmente en su exploracion toca la palanca que
produce la entrega de la recompensa. Durante sesiones posteriores se ve que si la rata
logré establecer la asociacion entre su comportamiento y la recompensa, la frecuencia de
manipulacién de la palanca habra aumentado (Skinner, 1959).

Algunos tipos de aprendizaje, progresan gradualmente, a través de numerosas
repeticiones, ésto se denomina "aprendizaje incremental" (Hebb, 1949). Por el contrario,
otros tipos de aprendizaje, tanto en la vida real como en el laboratorio, ocurren
abruptamente, siguiendo una funcién escalonada. En particular existen casos donde luego
de varias repeticiones aparece un momento “revelacion’ a partir del cual el sujeto ejecuta la
respuesta esperada repentinamente. Por otro lado, hay casos en los que el contenido
emocional de los estimulos es tal que una sola repeticion basta para generar la respuesta
esperada (Dudai, 2008a).

Como se mencioné en la seccion anterior, en este trabajo de tesis se estudian
aprendizajes que generan memoria de largo término. En particular se trabaja con el aparato
de evitacion inhibitoria en raton en dos versiones de aprendizaje de un solo ensayo, una
apetitiva y otra aversiva. En ambos casos se trata de un aprendizaje asociativo entre un

estimulo (ya sea el apetitivo o el aversivo) y el contexto. A su vez, en ambos casos se trata
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de un aprendizaje con un componente operante ya que el animal debe realizar un
comportamiento para “obtener” el estimulo. Este comportamiento es el que se ve afectado o
cambiado durante la evaluacién posterior, aunque en cada caso se ve afectado de distinta

manera.

c. Valencia de una memoria

La valencia de una memoria refiere al componente emocional y su significado
bioloégico para el sujeto; y esta estrechamente relacionada con la valencia de el 6 los
estimulos que se presentan durante la experiencia de aprendizaje. Un estimulo aversivo
como puede ser un choque eléctrico puede generar una memoria asociativa de valencia
negativa ya sea a un contexto o a otro estimulo a priori neutro. Asi mismo, un estimulo
apetitivo como puede ser una recompensa de comida, tiene la capacidad de generar una
memoria asociativa de valencia positiva. En el primer caso, la memoria de valencia negativa
podra ser evidenciada durante la recuperacién por ejemplo mediante una respuesta
comportamental que indique un rechazo al estimulo condicionado o al contexto. También
podria verse una inhibicion de un comportamiento natural en presencia del estimulo
condicionado o del contexto donde se experimento la situacion de valencia negativa. Por el
otro lado, una memoria apetitiva se puede evidenciar durante la recuperacion y expresion
de la memoria por un acercamiento al estimulo condicionado o al contexto. A su vez,
también se puede evidenciar por cambios comportamentales como un aumento en la
frecuencia de un determinado comportamiento que previamente se asocié con la entrega de
la recompensa (Tzschentke, 2007).

La valencia por si sola no determina cuan significativo es un estimulo para un sujeto.
Este valor (conocido como “arousal’) esta dado por el costo o la ganancia referido a la

relevancia biolégica que dicho estimulo tenga. Si una memoria se consolida como memoria
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de largo término dependerd de ambos parametros (Posner et al., 2005). Dos clases de
memorias con valencias opuestas podrian ser el resultado de experiencias adversas
dependiendo del momento en el que el sujeto recibe los estimulos. Por un lado, las
memorias negativas son inducidas cuando los estimulos preceden a la experiencia adversa.
Por otro lado, las memorias positivas son inducidas cuando los estimulos se experimentan
luego de la experiencia adversa, al momento del alivio (Niewalda et al., 2015). Entrar en un
compartimiento oscuro para un ratén luego de estar expuesto a una plataforma abierta,
elevada e iluminada podria constituir una experiencia positiva y de alivio. Una experiencia
apetitiva puede definirse como una que aumenta la probabilidad de satisfacer una
necesidad particular del animal (como encontrar refugio) o como un estado de quiesencia
cuyo requisito previo es la ausencia de un estimulo perturbador (Lorenz, 1978). En esta
tesis se utilizara dicha definicion para referirse a una experiencia apetitiva.

Las memorias aversivas y de alivio se pueden encontrar en especies
filogenéticamente distantes como la mosca, las ratas, los ratones y los seres humanos (Vogt
et al., 2015; Andreatta et al.,, 2012). Hasta hace poco, se creia que regiones cerebrales
especificas, como la amigdala y el nicleo accumbens cumplian su funcioén principalmente
en la codificacion de la valencia de un estimulo. Dentro de estas areas pueden ser distintas
poblaciones neuronales las encargadas de determinar el componente emocional de una
memoria. Existe una heterogeneidad que permite a neuronas que codifican para un
estimulo aversivo residir lado a lado con aquellas que responden a estimulos positivos
(Namburi et al., 2015). Sin embargo, como se desarrollara en la siguiente seccién, hoy se
sabe que el rol de estas areas en la memoria abarca mas que la codificacion de la valencia

de un estimulo.
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d. Areas del cerebro involucradas en procesos mnésicos

Desde la introduccién de la frenologia a mediados del siglo XVII existio la nocion de
que distintas areas del cerebro tienen funciones determinadas (Sabbatini, 1997). Aunque se
descarté ampliamente la teoria de la frenologia (que estipulaba que la forma del craneo
podia predecir la aptitud de los sujetos en distintas categorias) se sabe hoy en dia que
existe una distribucion de funciones en el cerebro regida por ciertos parametros anatémicos,
morfoldgicos y celulares. Se han trazado mapas anatémicos que permiten la identificacion
de areas involucradas en distintas tareas. Por ejemplo se conoce en bastante detalle el
mapa de la corteza somatosensorial que nos permite identificar especificamente donde se
encuentra la poblacion de neuronas que respondera a un estimulo tactil en un determinado
sector del cuerpo. En el caso de la memoria se torna mas dificil delimitar exactamente qué
areas estan involucradas y de qué manera.

Cuando hablamos de areas involucradas en la consolidacién de la memoria es
crucial hablar del hipocampo, la amigdala y nucleo accumbens. Todas estas estructuras
desempefian un papel en la consolidacion de la memoria de manera integrada (Hyman et
al., 1990; Ferreira et al., 1992b; Izquierdo et al., 1993b; Willner et al., 1993).

Es ampliamente aceptado que el hipocampo procesa datos espaciales, contextuales
y otros datos cognitivos (lzquierdo et et al., 1993b; Bechara et al., 1995; Eichenbaum,
1996). Muchos estudios destacan a la amigdala como un centro de procesamiento
principalmente de informacion emocional o aversiva (Bechara et al., 1995, Cahill et al.,
1995), sin embargo evidencias recientes apuntan a un rol de la amigdala también en
memorias apetitivas (Fernando et al., 2013) y en la codificacion del intervalo entre el EC y el
El (Diaz-Mataix et al., 2014). La corteza entorrinal esta involucrada en el procesamiento de
diversos tipos de memoria (Thompson, 1976; Ferreira et al., 1992a, b; Squire, 1992; Wiig y

Bilkey, 1994; Suzuki, 1996) y se estipula que la misma integra la informacién procesada por
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la amigdala y el hipocampo durante y después del entrenamiento (Ferreira et al., 1992a,
Willner et al., 1993). Todas estas areas han sido implicadas tanto en la consolidacién como
en la recuperacién de la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria en ratas (Izquierdo et
al., 1996).

En lo referido particularmente al hipocampo hay una cantidad de evidencia que han
proporcionado pruebas convincentes de la participacion de esta estructura en la
consolidacién de la memoria. Los primeros estudios que probaron definitivamente que el
hipocampo y las estructuras vecinas del lI6bulo temporal medial son esenciales para la
memoria fueron aquellos sobre el paciente H.M. (Scoville, 1996). El caso del paciente H.M.
es ampliamente conocido en el estudio de la memoria y resulta imposible referirse a las
funciones del hipocampo sin mencionarlo. Este paciente sufria de epilepsia y en pos de
intentar tratar esta afliccién se le extirpd quirdrgicamente gran parte del I16bulo temporal
medial incluyendo dos tercios de su hipocampo, corteza parahipocampal, corteza entorrinal,
corteza piriforme y amigdala, tras la cual sufri6 de amnesia anterégrada severa.
Especificamente, estudios posteriores determinaron que el hipocampo es esencial para la
rapida formacién de nuevas memorias y para el proceso de consolidacién de la memoria
(Corkin, 1984; Squire y Alvarez, 1995; Milner et al., 1998). A partir de estos estudios se han
desarrollado centenares de lineas de investigacion para descifrar el rol del hipocampo y uno
de los hallazgos mas sorprendentes fue el de las llamadas “place cells” 6 “células de lugar”
(O’Keefe y Dostrovsky, 1971). Estas células del hipocampo, en roedores se activan cuando
los animales ocupan ubicaciones especificas en un entorno. Ademas, han sido asociadas
con la formacién y recuperacion de memorias; codifican objetos y eventos en contextos
especificos (Eichenbaum et al., 2007). Recientemente, se descubrieron en el hipocampo las
“células de tiempo” que trazan la organizacién temporal de la informacion disparando en
momentos secuenciales para episodios ordenados temporalmente (Pastalkova et al., 2008;

Macdonald et al. 2011; Naya y Suzuki 2011). Howard Eichenbaum propone que estas
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“células del tiempo” pueden ser parte de un mecanismo subyacente del hipocampo para el
orden de los acontecimientos en las experiencias cotidianas que dan lugar a la formacién de
memorias (Eichenbaum, 2011). Esta organizacién espacial y temporal no sélo proporciona
un esquema de codificacion para apoyar la adquisicion rapida de memorias de eventos
individuales, sino que también permite explicar la posibilidad de la repeticion mental de
secuencias espacio-temporales en momentos posteriores (Preston y Eichenbaum 2013).
Todos estos descubrimientos y muchos mas consolidan al hipocampo como una estructura
crucial en la formacion de memorias y destacan su importancia en la codificacion y
almacenamiento de la informacion contextual (Morris y Frey 2007; Myers y Gluck, 1994).

La importancia que se le ha dado al hipocampo en la consolidacién de la memoria y
la cantidad de estudios sobre esta estructura pueden de algun modo eclipsar a otras
estructuras con una participaciéon de igual relevancia en estos procesos. Una de estas
estructuras que ya se menciond anteriormente es la amigdala. Esta estructura se ha
caracterizado principalmente en memorias con un componente emocional negativo; de alli
es que surge el concepto ya hoy en dia antiguo, de que la amigdala procesa solamente
memorias de miedo. Con lesiones pre- y post-entrenamiento se ha determinado la
necesidad de la amigdala en la formacion de estas memorias de miedo (LeDoux, 2000;
Maren, 2001). A su vez, su inactivacion reversible mediante inyeccion local de muscimol (un
agonista de los receptores GABAA) previa a la adquisicidon ha aportado aun mas evidencia
en esta direccion (Muller et al. 1997). Sin embargo, otros estudios apoyan la nocién de que
la amigdala tiene un rol mas amplio en la memoria. En particular se encontré que la
amigdala esta involucrada en el procesamiento y almacenamiento del intervalo entre EC y
El (Diaz-Mataix et al., 2014). Por otra parte, mas recientemente se comenzé a estudiar el rol
de la amigdala en la consolidacién y reconsolidacion de memorias de valencia positiva
(Feltenstein y See, 2007; Fernando et al., 2013; Heldt et al., 2014; Merlo et al., 2015). Todos

estudios moleculares y comportamentales plantean a la amigdala como un area de gran
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importancia en la memoria mas alla del procesamiento de la informacion emocional negativa
de un estimulo. Los mecanismos moleculares que subyacen a estas funciones en la
amigdala se introduciran en mayor detalle en la seccién siguiente.

Otro area que ha recibido poca atencion en el estudio de la memoria en
comparacion con el hipocampo es el nucleo accumbens. Tradicionalmente el nucleo
accumbens se ha estudiado como un centro de procesamiento de actividad locomotora,
recompensa, adicciéon y motivacion (White, 1989; Robbins y Everitt, 1996). En particular se
ha estudiado el rol de esta estructura en el condicionamiento de alivio (Gerber et al., 2014),
ya que el estimulo se presenta en el momento del alivio del evento aversivo. A diferencia de
un estimulo aversivo, un estimulo de alivio induce comportamiento de aproximacion (Yarali
et al., 2008) o una atenuacion de la respuesta de sobresalto (Andreatta et al., 2010),
indicando que debe compartir caracteristicas basicas con condicionamiento de recompensa.
Existe, sin embargo, un creciente cuerpo de literatura que sugiere que esta estructura esta
involucrada en el aprendizaje y la memoria de una manera disociable de su rol en otros
aspectos de la conducta (Setlow, 1997). Lesiones en el nucleo accumbens previas al
entrenamiento impiden el aprendizaje en el laberinto de agua de Morris, una tarea
declarativa donde las ratas deben encontrar una plataforma sumergida (Morris et al., 1982).
Asi mismo, infusiones intra-ndcleo accumbens del agonista dopaminérgico haloperidol
tienen un efecto similar (Ploeger et al., 1994). Varios estudios han encontrado que este area
esta involucrada en el aprendizaje y en la consolidacién, pero no en la recuperacion, lo que
sugiere que éste no es un sitio de almacenamiento permanente de la memoria (Setlow,
1997). Las mismas lesiones e infusiones de haloperidol que perjudican el aprendizaje
cuando se realizan antes del entrenamiento tienen poco o ningun efecto cuando se realizan
en ratas que estadn entrenadas en la tarea antes de la manipulacién (Sutherland y
Rodriguez, 1989). Por otro lado, el estudio del nicleo accumbens en memorias aversivas ha

dado lugar a evidencias de su rol en memorias de aversion gustativa (Fenu et al., 2003),
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memorias de miedo (Levita et al., 2002), y aun mas interesante para este trabajo, en
memorias de evitacion inhibitoria (Manago et al., 2008).

En este trabajo de tesis se explora la participacién del hipocampo, la amigdala y el
nucleo accumbens en la consolidacion de memorias apetitivas y aversivas en un mismo

paradigma contextual basado en el aparato de evitacion inhibitoria en raton.

e. Bases moleculares de la memoria

Se ha avanzado mucho en el estudio de las bases moleculares de la memoria desde
que en 1972 Edward Kosower publicé una primera revisidon con la teoria de las bases
moleculares de la memoria. En ese momento la teoria se basaba principalmente que las
memorias se guardaban en las sinapsis y dependian mayoritariamente de la dinamica del
receptor de acetilcolina (Kosower, 1972). Hoy en dia se sabe que hay muchas moléculas
que forman parte de los distintos procesos mnésicos. Ademas se discute exactamente en
qué localizacién subcelular se almacenan las memorias, con fuerte evidencia que apunta a
un rol del nucleo de igual importancia que el de las sinapsis (Chen et al., 2014).

La comprehensién de los mecanismos que subyacen a la consolidacion celular, o
simplemente consolidacion, ha sufrido grandes avances en los ultimos afios gracias al
progreso en las técnicas de neurobiologia molecular y celular. Ahora se sabe que en la
consolidacién celular, las modificaciones postraduccionales, inducidas por la activacién de
vias de transduccion de sefales intracelulares, culminan en la modulacién de la expresion
génica neuronal y en la sintesis de nuevas proteinas (Davis y Squire, 1984; Goelet et al.,
1986; Dudai, 2002a). Estos procesos implican mecanismos sinapticos locales, mecanismos
que comprenden a toda la célula y un intercambio de informacién cruzada entre la sinapsis
y el nucleo (Frey y Morris, 1997; Dudai y Morris, 2000). Se cree que las las proteinas que se

sintetizan de novo incorporan e introducen modificaciones a largo plazo en las propiedades

26



funcionales de la sinapsis lo cual probablemente implique plasticidad morfolégica (Bailey y
Kandel, 1993).

La primera evidencia de la sintesis de proteinas durante la consolidacion proviene
del uso de antibidticos como la puromicina y la cicloheximida (Flexner et al., 1963; Agranoff
y Klinger, 1964; Barondes y Cohen, 1966). Estos inhibidores de la traduccion indujeron un
impedimento en la memoria cuando se administraron justo antes o después de la
adquisicién. Este efecto se limité a las memorias de largo plazo, es decir no se observé
deterioro del aprendizaje cuando se evalué la memoria a corto término luego de la infusién
de estos inhibidores. El hallazgo de la necesidad de la traduccion para la consolidacion de
la memoria de largo término se vié acompafado por el descubrimiento de la necesidad de la
transcripcién para este mismo proceso mneésico (Agranoff & Klinger, 1964; Barondes et al.,
1964, Barondes & Cohen, 1966, revisado en Alberini & Kandel, 2014). El papel de la
sintesis de ARNm en la formacion de memoria se evidencié inicialmente por el uso del
inhibidor transcripcional actinomicina D (Barondes y Jarvik, 1964). Al igual que los otros
inhibidores de la sintesis proteica, la actinomicina D impidié la consolidacién de la memoria
de largo término sélo cuando se administré alrededor de la sesién de entrenamiento. A
partir de estos resultados se continué con el estudio de los procesos rio arriba de la
transcripcién para continuar dilucidando los mecanismos moleculares involucrados en la
memoria. Asi fue como, muchos afos mas tarde, se describié la implicacién de varios
factores de transcripcion en distintos niveles del procesamiento mnésico. Los primeros
factores de transcripcion identificados de este modo fueron CREB (Dash et al., 1990) y
c-Fos (Anokhin y Rose, 1991). Los estudios siguientes sobre CREB en Aplysia, Drosophila y
roedores apoyaron la participacién de este factor de transcripcion en un mecanismo
molecular evolutivamente conservado implicado en la plasticidad neuronal asociado a la
formacion de la memoria (Bourtchouladze et al., 1993; Yin et al., 1994). En los afios

siguientes a estos estudios se identificaron tres factores de transcripcién mas involucrados
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en la memoria. Estos nuevos jugadores en el procesamiento de la memoria a nivel
molecular son C/EBP (Alberini et al., 1994), Zif268 (Okuno y Miyashita, 1996, Jones et al.,
2001) y NF-kappa B (Freudenthal et al., 1998, Freudenthal y Romano, 2000). Hoy en dia
abunda la evidencia que apoya la funcion esencial de estos 5 factores de transcripcion en
procesos de la memoria (Alberini, 2009).

Aunque el rol de los factores de transcripcion es uno de los mecanismos
moleculares que estan involucrados en los procesos de memoria mas estudiados cabe
destacar la gran cantidad de interacciones moleculares que ocurren mas alla de la sintesis
proteica que son sumamente importantes para la consolidacién, reconsolidacion y
persistencia de la memoria de largo término. Entre ellos se destacan las modificaciones
post-traduccionales como la acetilacion (Sharma, 2010) o la fosforilacion (Sunyer et al.,
2008), la funcién del proteasoma (Firovante y Bryne, 2011) y mecanismos epigenéticos de
rearreglo de la cromatina (Federman et al. 2014; Jarome et al. 2014). A su vez, no menos
importante, podemos mencionar a la polimerizacidon y despolimerizacién de actina que
permite los rearreglos del citoesqueleto (Rudy, 2015); y dinamica de los receptores y otras
proteinas de la densidad post sinaptica (Specht y Triller, 2008) que conjuntamente dan lugar
al desarmado o creacién de espinas dendriticas (Kasai, 2010; Hanley, 2014). De alli se
desencadenan un sin fin de interacciones moleculares y cascadas de sefalizacion
entrelazadas que dan lugar a la formacion de las memorias y sobre las cuales se continta la
investigacion.

Al examinar en detalle todos estos mecanismos y vias moleculares se encontraron
determinadas particularidades asociadas a cada tipo de aprendizaje o memoria. Esto
permite evaluar desde los mecanismos mas ampliamente involucrados en la memoria en
general hasta los mecanismos particulares que subyacen a cada tipo de memoria. Un
ejemplo de esto es el de los receptores de glutamato tipo NMDA,; los farmacos que

bloquean estos receptores impiden ciertos tipos de aprendizaje, incluyendo tareas que
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dependen de la funcién del hipocampo (Morris et al., 1986). Sin embargo, algunas versiones
de estas tareas no se ven afectadas (Bannerman et al., 1995).

Se ha encontrado que los mecanismos moleculares generales necesarios para la
formacion de la memoria tienen lugar en varias areas del cerebro de los mamiferos. El
hipocampo en particular ha sido un area extensamente estudiada y donde se realizaron
varios de los primeros estudios moleculares mencionados anteriormente (Squire et al.,
2015; Calabresi et al. 2016). Sin embargo, como se menciond en la seccion anterior, el
hipocampo no es la Unica area involucrada en el procesamiento de informaciéon que dara
lugar a memorias de largo término. Se han identificado factores moleculares clave que
contribuyen a la plasticidad neural en la amigdala involucradas en la consolidacion de la
memoria (Stork y Pape, 2002). En lo que se refiere a mecanismos moleculares generales en
la amigdala involucrados en procesos mnésicos, estudios recientes han abierto interesantes
perspectivas en la investigacion sobre la memoria del miedo. La reconsolidacién de las
memorias del miedo requiere sintesis de proteinas en la amigdala (Nader et al., 2000),
induce la activacion de CREB y c-fos (Hall et al., 2001) y se bloquea mediante la inhibicion
de la funcién CREB después de la recuperacion (Kida et al., 2002). Mas recientemente, se
ha demostrado que las modificaciones epigenéticas en la amigdala también son necesarias
para la consolidacion y la reconsolidacion de la memoria (Maddox et al.,, 2013). En lo
referido al papel de los receptores glutamatérgicos (AMPAR y NMDAR) en la amigdala se
vié que tienen distinta participacién en la recuperacioén y la reconsolidacion de la memoria
(Garcia-Delatorre et al., 2014). Por otra parte, también se han estudiado mecanismos
moleculares involucrados en la memoria que resultan especificos para la amigdala. Un
ejemplo es el rol de los receptores dopaminérgicos D1 en dicha area en la desestabilizacion
de memorias apetitivas durante la reconsolidacion (Merlo et al. 2015).

En el nucleo accumbens, otro area importante en los procesos mnésicos, las

inyecciones de la anisomicina inmediatamente después del condicionamiento de alivio
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bloquean la consolidacion de la memoria de largo término (Bruning et al., 2016). En éste
area, el bloqueo de los receptores de glutamato tipo NMDA inhibe la adquisicién tanto del
condicionamiento de alivio como del condicionamiento apetitivo (Di Ciano et al., 2001;
Mohammadi y Fendt, 2015). Mas estudios son necesarios para identificar mecanismos
moleculares particulares de este area involucrados en los procesos de memoria. En el
presente trabajo se profundiza en el rol de la via de NF-kappa B en estas tres areas del
cerebro de ratén (hipocampo, amigdala y nucleo accumbens) con el objetivo de explorar
uno de los mecanismos generales involucrados en la consolidacion de la memoria en areas

donde su participacion no se ha descrito aun.

f. El factor de transcripciéon NF-kappa B

El factor de transcripcion NF-kappa B no es una proteina Unica, sino un pequefio
grupo de proteinas intimamente relacionadas que se unen a un dominio comun en el ADN
conocido como el sitio kB (Senftelben y Karin, 2002). La familia del factor de transcripcion
NF-kappa B es un dimero que puede estar compuesto en vertebrados por siete proteinas:
Rel A/p65, c-Rel, RelB, p100, p52, p105 y p50 (Baldwin, 1996; Ghosh et al. , 1998) y en
invertebrados por tres: Dorsal, Dif y Relish (Hetru y Hoffmann, 2009). Dentro de la familia se
distinguen dos clases de proteinas debido a su modo de sintesis y transactivacién. Las
proteinas denominadas Rel (RelA/p65, RelB, cRel) que se sintetizan directamente en su
forma madura y contienen el dominio RHD en el extremo carboxi-terminal que les permite la
dimerizacién, union al ADN y modulacién de la transcripcion. Por otro lado estan los
productos de los genes NF-kappa B1 y NF-kappa B2 (p105 y p100), que precisan ser
posteriormente procesados para dar las proteinas p50 y p52, respectivamente (Senftelben y
Karin, 2002). Estas subunidades tienen el dominio RHD en el extremo amino-terminal pero
no poseen el dominio de modulacién de la transcripcion (Karin, 2006). El dimero prototipico

esta formado por dos subunidades; p65 y p50 (May y Ghosh 1997) y su actividad es
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regulada principalmente a través de modificaciones post-traduccionales. En los vertebrados,
NF-kappa B se encuentra principalmente en el citoplasma unido a una proteina reguladora
que inhibe NF-kappa B denominada IkB (sus distintas versiones siendo IkBa, IkBj, IkBe y
Bcl-3) (Whiteside y Israél, 1997), y en invertebrados, la proteina Cactus (Belvin y Anderson,
1996). Frente a un estimulo, IkB es fosforilado por la quinasa de IkB (IKK, compuesta por
IKK a, B y vy, también llamada IKK1, IKK2 y NEMO, respectivamente), para luego ser
ubiquitinada y degradada por el proteasoma 26S dejando libre el dimero restante (Kanarek
et al., 2009). Esto expone la sefal de localizacién nuclear (NLS) y el sitio de unién al ADN
del factor de transcripcion. Cuando esto sucede se considera generalmente a NF-kappa B
activo, porque es capaz de unirse al ADN y promover la transcripcion (Baeuerle y Baltimore,
1988). Las evidencias recientes indican que la regulacién de la via es aun mas compleja,
por ejemplo p65 y p50 son objeto de diversas modificaciones postraduccionales tales como
ubiquitinacion, acetilacion, metilacion, fosforilacidn, oxidacidon/reduccion y isomerizacion de
prolina (Toledano et al. 1993, Schmitz et al., 2004, Huang et al., 2010).

La familia NF-kappa B fue originalmente identificada como un proto-oncogen ya que
uno de sus miembros (Rel-v) es una oncoproteina del retrovirus REL (Karin et al., 2002).
Por este motivo, su rol en varios tipos de cancer y en la inflamacion ha sido ampliamente
estudiado (Xia et al.,2014; Hoesel y Schmid, 2013). En este escenario, NF-kappa B
generalmente responde a sefiales inflamatorias de las citoquinas, TNFa, IL-B1, LPS y luz
UV entre otras, mediadas en su mayoria por el receptor tipo “toll” (TLR)-MyD88 (Karin,
2006).

Como se introdujo anteriormente, la consolidacion de la memoria de largo término es
dependiente de la sintesis de novo de proteinas regulada por los factores de transcripcién
(Alberini y Kandel 2015). Entre los factores de transcripcion implicados en la regulacion de
la expresion génica durante la consolidacion, se ha encontrado que NF-kappa B es activado

y necesario durante la consolidacion de recuerdos apetitivos y aversivos en varios
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paradigmas (Meffert et al., 2003, de la Fuente et al 2015). El rol de NF-kappa B en la
memoria se desarrollara en profundidad en secciones posteriores pero un punto a destacar
es que en nuestro laboratorio se ha trabajado sobre el rol de este factor de transcripcion en
memoria por muchos afos. En particular se ha descrito la activacion nuclear de NF-kappa B
durante la consolidacién de la memoria de evitacién inhibitoria en el hipocampo de ratéon y a
su vez se probd que esta activacion es especifica para la asociacion entre el choque y el
contexto (Freudenthal et al., 2005; Boccia et al., 2007). La inhibicién de la activacion del
NF-kappa B en el hipocampo mediante la infusion de un oligonucleétido con la secuencia de
consenso de kb o mediante el uso de la droga Sulfasalazina, induce amnesia sélo cuando
se administra durante la ventana de consolidacién (Merlo et al., 2005; Freudenthal et al.,
2005). La sulfasalazina impide especificamente la activacion de NF-kappa B, inhibiendo la
actividad de la quinasa IKK, bloqueando su sitio de unién a ATP y no permitiendo que ésta
fosforile a IkB a su vez, impidiendo que NF-kappa B se transloque al nucleo (Wahl et al.,
1998). El efecto de la sulfasalazina sobre NF-kappa B no estda mediado por su efecto sobre
la ciclooxigenasa (Merlo et al.,, 2002). Esta droga se utiliza en el presente trabajo para
evaluar el efecto de la inhibicion de la via de NF-kappa B en las tres areas del cerebro

indicadas previamente.

g. NF-kappa B en el sistema nervioso

En el sistema nervioso, NF-kappa B se expresa tanto en neuronas como en células
no neuronales como la glia y las subunidades mas comunmente expresadas en neuronas
son heterodimeros p50-p65 y homodimeros p50 (De la Fuente et al., 2015). En mamiferos,
el factor de transcripcion se expresa extensamente en el cerebro y tiene una fuerte
presencia en areas relacionadas con la memoria, incluyendo el hipocampo (Kaltschmidt y

Kaltschmidt, 2001).
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En las neuronas, el factor de transcripcion esta en equilibrio entre su forma inactiva
ligado al inhibidor (IkB), y el dimero libre que es capaz de trasladarse al nucleo y unirse al
ADN para facilitar la transcripcién de determinados genes. El dimero se activa a través de la
transmisién sinaptica excitatoria glutamatérgica (NMDAR) por sefales implicadas en la
plasticidad neural como la despolarizacion y el incremento transitorio de Ca®* intracelular a
través de la sefalizacion dependiente de Ca** y la activacion de CaMKIl (Meffert et al.,
2003). NF-kappa B también se activa en respuesta a la dopamina y por neuropéptidos tales
como angiotensina Il (Frenkel et al.,, 2002) y por NCAM (Krushel et al., 1999). Una vez
activado, el factor facilita la transcripciéon génica. Se han encontrado una serie de genes
objetivo del factor de transcripcion NF-kappa B en las neuronas, y muchos de ellos estan
relacionados con la plasticidad neuronal y la memoria. Estos incluyen los genes que
codifican para las siguientes proteinas: CaMKII5 (Federman et al., 2013), IGF2 (Schmeisser
et al.,, 2012; Zhou et al., 2003), C/EBPd (Liu et al., 2007), BDNF (Saha et al., 2006), PKA
(Kaltschmidt et al., 2006), PKCd (Suh et al., 2003), y APP (Song y Lahiri, 1998).

NF-kappa B en la sinapsis se describid por primera vez por el grupo Kaltschmidt en
1993 en el sistema nervioso de ratas y se ha encontrado en sitios pre y postsinapticos
(Kaltschmidt et al., 1993, Meberg et al., 1996, Freudenthal y Romano, 2000, Suzuki et al.,
1998; Meffert et al., 2003). Especificamente, p50 y su precursor p105 mostraron tincién en
las sinapsis de retina, corteza y estriado, y la forma inducible de NF-kappa B fue detectable
por EMSA en los sinaptosomas de corteza. A su vez, cultivos de cerebelo mostraron una
inmunotincion fuerte para p65 en los contactos sinapticos (Guerrini et al., 1995). Otro
componente de la via de NF-kappa B, IkB, se detectd primero en fibras neuronales de rata
(Joseph et al., 1996). No mucho después, este hallazgo fue corroborado en las sinapsis
hipocampales y corticales de la rata y se observo la presencia de IkBa y p50 en la densidad
post-sinaptica mediante microscopia electrénica y EMSA (Suzuki et al., 1997). También se

encontro KB, en sinaptosomas de ratén (Meffert et al., 2003).
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El factor de transcripcion se encontré6 en la post-sinapsis de las uniones
neuromusculares de humanas (p65)(Yang et al., 1998) y de mosca (dorsal y
cactus)(Cantera et al., 1999). El hallazgo en estas dos especies sugiere que la presencia en
la sinapsis se conserva a través de la evolucion. Recientemente se ha detectado a IKK (IKK
a, B y y) en el contenido sinaptosomal y densidades postsinapticas, en conjunto con Rel B 'y
c-Rel (Schmeisser et al., 2012). Varios informes indican también una localizacién axonal
para los componentes de la via de NF-kappa B. Las proteinas p65 e IKK han sido
reportadas en el segmento inicial del axén (AlS), e IKK fue identificado unido a microtubulos
(Schultz et al., 2006; Sanchez-Ponce et al.,, 2008). Hubo cierta controversia sobre la
presencia de IkB en el AIS ya que se vido un fuerte reconocimiento a un epitope no
identificado en ratones knockout IkB, e IkB parece no ser necesario para el montaje del AIS
(Buffington et al., 2012). También se encontré actividad de unién a ADN de NF-kappa B en
el axoplasma de Aplysia (Povelones et al 1997).

La presencia de una forma inducible de NF-kappa B en las sinapsis llevo a la
hipotesis de que el factor de transcripcién es activado localmente por la actividad sinaptica y
luego, en este estado activado, es transportado retrégradamente al nucleo para regular la
expresion génica. Este hecho confiere a este factor de transcripcién una funcion dual como
detector de actividad sinaptica y como regulador transcripcional (Meffert et al., 2003; Salles
et al., 2014). Desde el descubrimiento de la presencia de NF-kappa B en las dendritas, la
hipétesis principal fue que el factor de transcripcién es capaz de ser transportado de la
sinapsis al nucleo, para transducir la actividad sinaptica en la actividad transcripcional.
Varios de estos pasos demostraron ser correctos; en cultivos de hipocampo de rata, la
estimulacion con glutamato o despolarizacion, resultd en la redistribucion de p65 de las
neuritas hacia el nucleo. Esta redistribucion fue dependiente en un NLS funcional, lo que
sugiere que fue la subpoblacién de NF-kappa B activo la que fue transportada al ndcleo

(Wellmann et al., 2001). EI complejo motor dineina/dinactina, junto con los microtubulos,
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media el transporte de NF-kappa B al nucleo y este transporte depende de la interaccién de
p65 via su NLS con importinas o/f (Fagerlund et al., 2005; Mikenberg et al., 2007).
Tomados en conjunto, estos datos indican que luego de activado, NF-kappa B sinaptico es
capaz de translocar al nucleo, donde transduce la actividad sinaptica en la induccion
transcripcional de genes especificos. Una hipétesis diferente, que podria coexistir con la
anterior, es que NF-kappa B ademas puede modular la funcién sinaptica localmente
(Heckscher et al., 2007; Salles et al., 2014). Esta hipotesis se discute en este trabajo de
tesis donde se construye una importante base para el futuro estudio de este rol de

NF-kappa B en la memoria.

h. Rol de NF-kappa B en la memoria

El descubrimiento de NF-kappa B en el sistema nervioso y de la necesidad de la
transcripcién génica para la consolidacibn de memorias de largo término provey6 el
escenario para que poco después se identificara a NF-kappa B como una pieza clave en
estos procesos. La potenciacion a largo plazo (LTP) y la depresion a largo plazo (LTD) son
modelos de plasticidad sinaptica que aumentan o disminuyen, respectivamente, la eficacia
sinaptica y se cree que son un correlato de los mecanismos celulares de la memoria. La
induccién de LTP in vivo en hipocampo aumentd la expresién y la activacion de NF-kappa B
(Meberg et al., 1996, Freudenthal et al., 2004). A su vez, la inhibicién de NF-kappa B redujo
la magnitud del LTP e impidi6 la induccién de LTD (Albensi y Mattson, 2000). Por lo tanto, el
factor de transcripcién es necesario en estos procesos experimentales de plasticidad
sinaptica que se consideran buenos correlatos de los cambios sinapticos que se producen
durante el almacenamiento de la memoria. A su vez, NF-kappa B esta directamente
implicado en el control de la densidad de espinas dendriticas, su regulacion a lo largo de la
activacion de IKK aumenta la densidad de espinas y la inhibicion la disminuye (Boersma et

al., 2011; Russo et al., 2009). El cambio en la densidad de espinas es otro correlato celular
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de la memoria que podria considerarse como uno de los mecanismos que subyacen a estos
procesos.

La primera evidencia de la participaciéon de NF-kappa B en la memoria in-vivo se
obtuvo en invertebrados, en la memoria de contexto-sefial en el cangrejo Neohelice
granulata (antes Chasmagnathus granulatus). En este modelo, en el cual las sefiales
contextuales estan asociadas con un estimulo de peligro, la activacion de NF-kappa B se
correlaciona altamente con la formaciéon de memorias de largo término (Freudenthal et al.,
1998; Freudenthal y Romano, 2000) mientras que la inhibicion de este factor de
transcripcion impide la formacion de memoria (Merlo et al.,, 2002). Otros estudios
encontraron que NF-kappa B esta involucrado en procesos de memoria en roedores, en
diferentes tareas de aprendizaje como el condicionamiento de sobresalto en respuesta al
miedo (Yeh et al., 2002), el laberinto de brazos radiales (Meffert et al., 2003), la evitacion
inhibitoria (Freudenthal et al., 2005), el condicionamiento contextual de miedo (Lubin vy
Sweatt, 2007), la preferencia condicionada de lugar (Yang et al., 2011) y el reconocimiento
de objetos novedosos (Federman et al., 2013). La inhibicién de la via de NF-kappa B en el
hipocampo, durante la consolidacién y reconsolidacion resulta ser amnésica para la tarea de
memoria de evitacion inhibitoria (Boccia et al., 2007).

En el condicionamiento de sobresalto en respuesta al miedo, las ratas entrenadas
recibieron 10 estimulos de luz pareados con un choque eléctrico, y las ratas control
recibieron una presentacion pseudoaleatoria del mismo numero de estimulos de luz y
choques. En una sesion de evaluacion, se presentd el estimulo condicionado junto con un
ruido blanco y se evalud el sobresalto potenciado por el miedo. Utilizando este modelo, se
encontré un incremento de la actividad de unién a ADN de NF-kappa B mediante EMSA a
las 2-6 h después de un entrenamiento en amigdala pero no en hipocampo o cerebelo.
También se evidencidé la activacion de IKK a los 10 y 30 minutos después del

entrenamiento, retornando a los niveles basales a los 90 min. La inhibicién intra-amigdala
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de NF-kappa B antes del entrenamiento redujo significativamente el sobresalto en la
evaluacién de la memoria de largo término, apoyando la idea de que la activacion de
NF-kappa B en la amigdala es necesaria para el almacenamiento de este tipo de memoria
(Yeh et al., 2002).

En el hipocampo, la primera evidencia del papel de NF-kappa B en la memoria se
encontrd en una tarea de evitacion inhibitoria en ratones. Como se desarrollé anteriormente,
el hipocampo es una estructura clave para las memorias contextuales porque esta
involucrada en el procesamiento y la identificacion de las caracteristicas de diferentes
lugares; y en la codificacion del estimulo incondicionado asociado con un lugar particular.
En esta tarea, los animales fueron colocados en una plataforma abierta, elevada e
iluminada con libre acceso a un compartimiento oscuro. Una vez que los animales entraron
en el compartimiento oscuro, recibieron un choque eléctrico. Los animales entrenados
tipicamente muestran latencias altas de entrada al compartimiento oscuro durante la sesion
de evaluacion. Ademas, se encontré que la inhibicién de este factor de transcripcion
mediante la administracion intra-cerebro ventricular de sulfasalazina inmediatamente
después del entrenamiento indujo un déficit de retencion de la memoria de una manera
dependiente de la dosis (Freudenthal et al., 2005). Por el contrario, las inyecciones de
sulfasalazina fuera de la ventana de consolidacion no afectaron la retencion. Este mismo
efecto se observé cuando se estudid la inhibicion directa de NF-kappa B con un
oligonucleétido de secuencia kB. El oligonucledtido kB consiste en ADN de doble hebra que
contiene la secuencia consenso que une al factor de transcripcion, compitiendo con el ADN
en el nucleo y de este modo secuestrando al factor de transcripcion e impidiendo su accién.
Los animales mostraron un impedimento en la retencién de la memoria cuando se inyecto el
oligonucledtido de manera intra-cerebro ventricular, 2 horas previo al entrenamiento. Por el
contrario, la inyeccion de un oligonucleétido con una unica mutacion de base en la

secuencia consenso no afectd la memoria de largo término. Utilizando la misma tarea se
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estudio la activacién de NF-kappa B en el hipocampo mediante EMSA y se observé que la
misma aumenté a los 45 minutos después del entrenamiento en los animales entrenados,
habiendo regresado a los niveles basales a las 2 hs luego del entrenamiento. Estos
resultados apoyan la idea de que la activacion del NF-kappa B en el hipocampo es
necesaria para la consolidacion de las caracteristicas contextuales y la asociacién con el
estimulo condicionado (Freudenthal et al., 2005).

También se estudid la dinamica de la activacion NF-kappa B en el hipocampo en la
consolidacion de la memoria miedo contextual. En esta tarea, los ratones asocian
caracteristicas contextuales de la camara de entrenamiento con un choque eléctrico.
Durante la evaluacion, se determina el porcentaje de respuesta observando el tiempo de
inmovilidad (también conocido como respuesta estereotipada de freezing). Similar a los
resultados obtenidos en evitacion inhibitoria, se observé una activacion del NF-kappa B
hipocampal a los 45 minutos después de la adquisicion de tres ensayos (de la Fuente et al.,
2014). La administracion intra-hipocampal de sulfasalazina indujo efectos amnésicos,
evidenciados en nuevas sesiones de evaluacién a las 24 horas y 2 semanas después del
entrenamiento, lo que sugiere un efecto amnésico permanente. Estos hallazgos apoyan que
NF-kappa B en el hipocampo esta involucrado en la consolidacién de memorias aversivas
contextuales .

Estas tareas descriptas anteriormente implican la presencia de un estimulo aversivo.
Con esta informacion, una posible interpretacion es que NF-kappa B esta especificamente
involucrado en las memorias asociadas con estimulos aversivos. La tarea de
reconocimiento de objetos novedosos es ampliamente utilizada para la investigacién de
memorias declarativas y evalua la capacidad de determinar si un elemento u objeto
recientemente encontrado se ha encontrado previamente. En la variante clasica de la tarea,
el animal es expuesto durante el entrenamiento a dos objetos idénticos y se le permite

explorarlos durante un periodo de tiempo definido. Durante la sesién de evaluacién, los
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animales estan expuestos a dos objetos distintos entre si, uno de ellos es uno de los objetos
presentados durante el entrenamiento y el otro es un objeto nuevo. Se contabiliza el tiempo
de exploracion de los dos objetos y se determina un indice de discriminacién que indica que
objeto se exploré mas, esta tarea aprovecha la predisposicion natural del roedor a explorar
mas en detalle objetos nuevos pro sobre aquellos conocidos. En la tarea de reconocimiento
de objeto novedoso, no existen estimulos aversivos, pero tampoco se puede clasificar como
una tarea con valencia apetitiva. Se encontré que NF-kappa B se activa en el nlcleo de las
células del hipocampo a los 45 y 60 min después de la adquisicion. Nuevamente, la infusion
de oligonucledtido kB en el hipocampo después del entrenamiento impide la consolidacién
de la memoria de reconocimiento cuando se evalua 24 hs post-entrenamiento (Federman et
al., 2013; Zalcman et al., 2015). Estos experimentos apoyan la participacién de NF-kappa B
en la consolidacion de la memoria de reconocimiento de objeto novedoso y conjuntamente
con los experimentos anteriores plantean un rol mas general del factor de transcripcién en la
consolidaciéon de la memoria, independiente de la valencia de la misma.

Los factores de transcripcion como NF-kappa B estan involucrados en el primer paso
de la regulacién de la expresién génica. Es decir, estos factores son aquellos que ya estan
presentes en el momento de la actividad neuronal inducida por el entrenamiento. La
activacion de este tipo de factores de transcripcién permite un segundo paso en la
regulacién de genes mediante la induccion de genes de respuesta temprana cuyos
productos proteicos son, a su vez, factores de transcripcion. Entre estos, se ha encontrado
que zif268 desempefia un papel critico en la formacién de la memoria de largo término y la
reconsolidacion. Se sabe que NF-kappa B es capaz de unirse a la region promotora del gen
que codifica para zif268 (Thyss et al., 2005), implicando a NF-kappa B en la regulacién de
su expresion. Recientemente se encontrd que la expresion de la proteina zif268 se induce
en el hipocampo a los 45 min después del entrenamiento de la tarea de reconocimiento de

objeto novedoso. A su vez, la administracién intrahippocampal post-entrenamiento de un
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oligonucledtido antisentido al mRNA zif268 produce un deterioro de la memoria de
reconocimiento. Ademas, se encontré que la inhibicibn de NF-kappa B mediante la
utilizacién del oligonucledtido con la secuencia consenso kB redujo significativamente el
incremento en los niveles de proteina zif268 inducidos por el entrenamiento. Esto indica que
zif268 es necesario para la consolidacién de la memoria de largo término de reconocimiento
de objeto novedoso y que NF-kappa B participa en la regulacion de su expresién en el
hipocampo durante estos procesos (Zalcman et al., 2015).

Todos estos estudios previos se focalizan en la activacion nuclear del factor de
transcripcion. Sin embargo, su presencia en la sinapsis dio lugar a la hipétesis de su posible
rol local en la memoria. La activacion de NF-kappa B en la sinapsis se observd en primer
lugar en células de hipocampo en cultivo (Mikenberg et al.; 2007). In-vivo e investigando su
rol en memoria, la activacion de NF-kappa B en sinaptosomas se observé por primera vez
durante la consolidacién de la memoria a largo plazo en el cangrejo Neohelice granulata
(Freudenthal y Romano, 2000). En este trabajo se explora la activacion del factor de
transcripcién en sinaptosomas de ratones durante dos tareas contextuales de valencia

opuesta basadas en la tarea de evitacion inhibitoria.

i. NF-kappa B y proteinas sinapticas

Estudios recientes han proporcionado evidencia de que el aprendizaje involucra
procesos especificos de ganancia y eliminacion de sinapsis, que conducen a la traza
mnésica (Caroni et al., 2012). NF-kappa B, cuya activacion ya se confirmé como parte del
proceso de consolidacion de la memoria, es un candidato para ejercer control en estos
reordenamientos. Su localizacién en la sinapsis le confiere una caracteristica ideal para

ejercer una funcion mediante cascadas de sefializacion in-situ (Salles et al., 2014).
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NF-kappa B puede ser modificado post-traduccionalmente y estas modificaciones
tienen la capacidad de cambiar su actividad transcripcional afectando directamente su
capacidad de interactuar con el ADN o indirectamente afectando sus interacciones
proteina-proteina (Zhong et al 1998; Chen y Greene, 2005; Huang et al., 2010; Hochrainer
et al., 2013). Entre la regulacién de las interacciones proteina-proteina ejercida por
modificaciones postraduccionales sobre NF-kappa B se encuentra la capacidad del factor
de transcripcion de reclutar enzimas a localizaciones particulares. Esta capacidad se activa
cuando NF-kappa B es fosforilado por la quinasa PKA, promoviendo de este modo el
reclutamiento de acetiliransferasas a promotores particulares en la cromatina (Zhong et al.,
1998). Estos resultados le confieren a NF-kappa B un rol nuclear mas alld de su rol
canonico directo como factor de transcripcion. Se cree que esta capacidad de interactuar
con otras proteinas puede ser la clave del rol del factor de transcripcion en la sinapsis.
Informes de diferentes modelos animales y paradigmas de plasticidad sinaptica indican que
NF-kappa B desempefia un papel en la definicion de la composicion post-sinaptica, y que
esta regulacion es la base de la fuerza sinaptica (Salles et al., 2014).

Un indicio de que el rol de NF-kappa B en la sinapsis esta relacionado intimamente
con su capacidad de interactuar con otras proteinas esta dado por la funcién de dorsal y
cactus (homologos de NF-kappa B e IkB respectivamente) en la placa neuromuscular de
Drosophila. En la placa neuromuscular, dorsal y cactus rodean los grupos de receptores de
glutamato de las post-sinapsis. La movilizacion de dorsal y cactus de después de la
activacion de la union neuromuscular mediante estimulacion eléctrica o del glutamato esta
mediada por el calcio (Bolatto et al., 2003). A su vez, se sabe que esta agrupacion de
receptores de glutamato en la placa neuromuscular de drosophila estd mediada por dorsal y
cactus. Esta evidencia apoya la idea de que la via de NF-kappa B regula la insercién de la
membrana de los receptores de glutamato en la placa neuromuscular de moscas a nivel

post-traduccional (Heckscher et al., 2007).
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En la placa neuromuscular de ratdn, el agrupamiento de receptores de acetilcolina
(AChR) es estimulado por el antigeno y requiere varias proteinas, incluyendo la proteina de
andamiaje asociada a AChR, Rapsyn. La deficiencia selectiva de p65 en el musculo
esquelético es seguida por una reduccién de la densidad de AChR en la placa
neuromuscular y un decremento en el nivel de la proteina Rapsyn. Por lo tanto, la
agrupaciéon de AChR en ratones se controla, al menos en parte, a través de la regulacion
transcripcional ejercida por NF-kappa B sobre la proteina sinaptica Rapsyn (Wang et al.,
2010). A su vez, existen evidencias de que la interferencia en la via de sefalizacion de
NF-kappa B afecta también a otras proteinas post-sinapticas. En particular se ve afectada la
densidad de GIuA1 (subunidad del receptor de AMPA) y la inclusién de membrana y la
presencia de PSD-95 y Sap97. Esto indica que la via de NF-kappa B esta directamente
implicada en la regulacion de la fuerza sinaptica al (O'Mahony et al., 2006, Boersma et al.,
2011, Schmeisser et al., 2012, Mihalas et al., 2013). Sin embargo, no hay trabajos aun en
roedores que hayan confirmado la capacidad de modular receptores sinapticos localmente.

Como se introdujo anteriormente, NF-kappa B se activa a través de los receptores
de glutamato tipo NMDA por sefiales como la despolarizacién y el incremento transitorio de
Ca* intracelular y la activacion de CaMKII (Meffert et al., 2003). Se hipotetiza que NF-kappa
B puede entonces ser activado mediante dos vias; una en la sinapsis por mecanismos de
transduccién de sefales locales y otra a nivel nuclear activado por la despolarizacion que
viaja al soma. Esto hace que los receptores de NMDA sean un blanco interesante para
poder investigar el rol del factor de transcripcion sinaptico disociado de su rol a nivel
nuclear. En este trabajo de tesis se pone a punto comportamentalmente una herramienta
cuyo fin es esta disociacion para el futuro estudio y profundizacién del rol sinaptico de
NF-kappa B. Esta herramienta es un péptido ciclico que impide la unién de PSD95 con la
subunidad NR2 del receptor de NMDA (Leblanc et al., 2010) y por lo tanto disrumpe la

cascada de sefalizacién local del receptor sin afectar su actividad como canal.
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PSD95 es una importante proteina de andamiaje post-sinaptica (Cheng et al., 2006;
Kim y Sheng, 2004) que promueve la maduracion de las sinapsis y ejerce una gran
influencia sobre la estabilidad, la fuerza y la plasticidad sinaptica (El-Husseini et al. 2000;
Elias et al., 2006). Por otra parte, la sobreexpresiéon de PSD95 influye directamente en la
potenciacién a largo plazo (LTP) en el cerebro (Beique y Anderade, 2003; Ehrlich y
Malinow, 2004, Mir et al., 2014). Las espinas con niveles bajos de PSD95 son mas
susceptibles a alteraciones morfolégicas dependientes de la actividad (Steiner et al., 2008),
y la pérdida de PSD95 conduce a la retraccidon de las espinas (Cane et al., 2014, Ehrlich et
al. 2007), lo cual esta implicado en varias enfermedades neurolégicas, tales como
depresién, adiccién, demencia y trastornos de ansiedad. Sin embargo, existen pocos
estudios que identifican el papel de PSD95 en la consolidacion de la memoria y su funcién
no ha sido descrita en detalle. Recientemente se demostrd que ratones mutantes knock-out
(KO) para el gen de la proteina trans-membrana tmema35, presentan baja localizacion
sinaptica de PSD95 y mostraron deterioro en la memoria especial y de miedo dependiente
del hipocampo (Kennedy et al., 2016). Por otra parte, mutantes KO para CPEB3 muestran
niveles elevados de proteinas PSD95, NMDA y GIuA1 y consecuentemente una mejora en
el rendimiento en tareas espaciales como el laberinto de agua de Morris (Huang et al.,
2014). En ratas expuestas al anestésico sevoflurano se observé un deterioro significativo de
la memoria de trabajo y a su vez una expresion disminuida de PSD95 en la corteza
prefrontal (Ling et al., 2015). En linea con estos resultados, una tarea de ejercicio que
mejora la memoria contextual de miedo también aumenta los niveles de PSD95 en el
hipocampo de ratas (Fernandes et al. 2016). Sin embargo, inhibidores de la interaccién
proteina-proteina entre PSD95 y nNOS no tienen efecto amnésico en dos tareas
comportamentales en ratas (Smith et al., 2016). Esto podria implicar que el efecto
observado en la memoria se debe a la disrupcion de una via alternativa como podria ser la

de NF-kappa B.
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PSD95 interactia mediante sus dominios PDZ 1 y 2 con la subunidad NR2 del
receptor de NMDA. Los receptores de glutamato tipo NMDA desempefan un papel central
en la plasticidad sinaptica subyacente a procesos como la potenciacién a largo plazo (LTP),
el aprendizaje y la memoria (Platenik et al, 2000). No obstante, no existen reportes de la
importancia de la interaccion de NDMAR con PSD95 en procesos mnésicos. En este trabajo
se provee la primera evidencia de que la correcta interaccion de PSD95 con el receptor de
NMDA en células hipocampales de ratdn es necesaria para la consolidacién de memoria de

evitacion inhibitoria.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis:

NF-kappa B tiene una participaciéon critica en los procesos de consolidacion de la
memoria de largo término en distintas areas del cerebro, tanto de memorias aversivas como
apetitivas. Por otra parte, la presencia sinaptica de NF-kappa B tiene una funcion

independiente de su translocacion al nucleo durante la consolidacion.

El objetivo general de esta tesis es profundizar el conocimiento de los mecanismos

moleculares involucrados en la consolidacion de la memoria.

En particular los objetivos fueron:

- Definir dos tareas comportamentales que permitan el estudio comparativo de
memorias aversivas y apetitivas.

- Estudiar la participacién del NF-kappa B en dos tareas comportamentales,
una aversiva y otra apetitiva.

- Investigar la participacién de distintas areas del cerebro en la consolidacién
de memorias apetitivas y aversivas.

- Caracterizar la localizacion, dinamica y funcion sinaptica de NF-kappa By en
comparacion con su rol nuclear.

- Poner a punto una herramienta que permita inhibir interacciones locales
mediante los PDZ de PSD95 en la sinapsis para el futuro estudio de esta y
otras vias sinapticas de transduccién de sefales relacionadas con la

consolidacion de la memoria.
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Materiales y Métodos

a. Animales

Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo la Guia del Instituto Nacional de
Estados Unidos de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NIH
publicacion no. 80-23 / 96) y nuestros protocolos estan aprobados por la Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAL FCEyN protocolo
# 0071/2016; FFyB protocolo Exp-UBA # 0044975/2016). Se utilizaron ratones CF-1
machos criados en el laboratorio del Dr. Mariano Boccia (Mus musculus) (edad 40-50 dias;
peso de 25-30 g). Los ratones se mantuvieron en una habitacién mantenida a 21-23 ° C en
un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (luces encendidas a las 06.00 h), con acceso ad libitum a
alimento seco y agua. Se hicieron todos los esfuerzos para reducir el nimero de animales

utilizados y aliviar el sufrimiento de los animales.

b. Aparatos y procedimientos para experimentos

comportamentales

i. Aparato de evitacion inhibitoria (Inhibitory Avoidance)

Se utilizod el aparato para el entrenamiento de evitacion inhibitoria en raton, este
entrenamiento utiliza la preferencia natural de los ratones por entornos oscuros. Este
consiste de una pequefa (5 X 5 cm) plataforma elevada e iluminada con una abertura de

acceso a un compartimiento oscuro (20 X 20 X 15 cm) con un piso de rejilla de acero
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inoxidable (Figura M&M.I.D). Los ratones no fueron habituados al contexto previo al
entrenamiento. Todos los ratones fueron entrenados entre las 8 a.m. y las 10 a.m.

Se utilizaron durante el trabajo distintos grupos de entrenamiento con un nimero de
entre 8 y 10 animales para cada grupo en cada experimento. Los grupos utilizados fueron S,
U, Si y N. El grupo S (Shock) consta de animales que durante el entrenamiento son
colocados sobre la plataforma y cuando el animal entra al compartimiento oscuro recibe un
choque eléctrico de 1.2 mA, 50 Hz, 1s. El grupo U (Un-Shocked) son animales que son
colocados en la plataforma pero al entrar en el compartimiento oscuro no reciben choque
eléctrico. El grupo Si (Immediate Shock) consiste de animales que son colocados en el
compartimiento oscuro desde la tapa de arriba (la abertura hacia la plataforma se encuentra
cerrada) e inmediatamente reciben un choque eléctrico de 1.2 mA, 50 Hz, 1s. Por ultimo, los
animales N (Naive) no reciben ningun tipo de entrenamiento, fueron alojados en las mismas
condiciones que la de los grupos experimentales, pero no experimentan el entorno
experimental. Este grupo se incluyen con el fin de estimar los niveles basales en
experimentos bioquimicos (Figura M&M.II.).

Para los grupos entrenados (S, U y Si) la retencién de la memoria fue evidenciada
por mediana de las latencias al entrar en el compartimento oscuro durante la sesion de
evaluacién, 48hs después del entrenamiento. La sesidén de evaluacion dura un maximo de 5
minutos, tras los cuales los animales son devueltos a su caja de alojamiento. Este disefio
hace que las diferencias entre grupos sean analizadas con estadisticos no paramétricos

(ver Analisis de datos).

ii. Plancha caliente

Los ensayos de resistencia al dolor se midieron utilizando una plancha caliente. Esta
consiste en una superficie de metal a 56°C. Se coloca a los ratones de a uno sobre la

misma y se cuantifica la latencia de estos para levantar y lamer su extremidad anterior.
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iii. Tablero con agujeros (Hole Board)

La adquisicion de esta tarea involucra una forma de aprendizaje conocida como
habituacion, que posibilita la expresion de un cambio de comportamiento ante la exposicion
repetida de un sujeto a un ambiente definido, cuando dicha exposicién no esta acompafnada
de refuerzos significativos (Thompson y Spencer, 1966). Se utilizé el ensayo de habituacion
de una conducta de “hociqueo” (“nose-poke habituation task”) (Voits et al., 1995) el cual, tal
como ha sido demostrado previamente, es aplicable a ratones como sujetos experimentales
(Boccia y Baratti, 1999).

El aparato utilizado consiste en un tablero (Ugo Basile, Mod. 6650, Italia), construido
con un panel gris mate, cuyas dimensiones son 40x40 cm, de 3,5 cm de espesor y que se
encuentra elevado a 22 cm de la mesa y que se mantiene tenuemente iluminado. El panel
posee 16 orificios cilindricos regularmente espaciados, de 3 cm de diametro. En su interior,
cada uno de los orificios posee un emisor infrarrojo y un detector conectado a un contador
automatico que registra el numero de veces que cada raton introduce su hocico en los
orificios.

En el entrenamiento, cada ratén fue colocado en el centro del panel y se registré el
numero de hociqueos durante 5 minutos. Luego de los 5 minutos el raton fue retirado del
panel y devuelto a su jaula y el panel fue cuidadosamente higienizado con agua. Durante el
ensayo de retencion, realizado 24 horas luego del entrenamiento, cada ratén fue
nuevamente colocado en el centro del panel y se registré el numero de hociqueos durante 5
minutos. La diferencia entre el nUmero de hociqueos durante la sesién de entrenamiento y

durante el ensayo de retencién se tomé como indice de memoria.
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iv. Acicalamiento

El acicalamiento para los ensayos de toxicidad se midié en una arena experimental
con viruta. Los animales fueron observados durante 5 minutos en sesiones inmediatamente
luego de las inyecciones, 1 hora y 18 horas después de las inyecciones. Se contabilizo el
porcentaje de tiempo que los animales empleaban en la tarea estereotipada de
acicalamiento (grooming). Ademas se observo si los animales ladeaban la cabeza (head

turning).

c. Cirugias para canulacion

Los ratones fueron implantados bajo anestesia (0.1ml de 80% ketamina y 20%
xilacina, intra-peritoneal) con canulas guia de calibre 23, 5 dias antes del entrenamiento.
Para el hipocampo (HIPO), las coordenadas desde Bregma (de acuerdo con el atlas de
Paxinos y Franklin, 2001) usadas fueron las siguientes: eje anterior-posterior (AP), -1,9; eje
lateral (L), £ 1,2; y el eje dorso-ventral (DV), -1.2. Para la amigdala (AMY) las coordenadas
usadas fueron: AP, -1.5; L, = 3; y DV, -3,5. Para nucleo accumbens (NAcc) las coordenadas
fueron: AP, 1,6; L, £ 1; y DV, -3,1. Para la corteza somatosensorial primaria, region de la
extremidad anterior (S1FL) coordenadas fueron: AP, + 0,5; L, £ 2,5; y DV, -1. Las canulas

guia se fijan al craneo con pegamento instantaneo y acrilico dental (Figura M&M.1.).
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Figura M&M.I.

A) cirugia de implante de canulas con estereotaxico. B) animales recuperados luego de la cirugia
alojados de a 4/5 animales por caja. C) Procedimiento de inyeccién de animales canulados. D)
Aparato de evitacion inhinitoria, se observa la plataforma blanca con la lampara que la ilumina, a la
derecha del mismo esta el aparato que produce la descarga eléctrica en la rejilla dentro de la caja
negra. E) Raton sobre la plataforma iluminada durante un entrenamiento.



J

Figura M&M.II. Grupos experimentales
Grupos experimentales y procedimiento comportamental. Los ratones adultos CF1 machos se

dividen en tres grupos experimentales para experimentos de comportamiento. Estos son los grupos
S (recibe un choque eléctrico al entrar al compartimiento oscuro), Si (recibe un choque no asociado al
contexto) y U (no reciben choque eléctrico al entrar en el compartimiento oscuro). La retencién se
evidencia al evaluar las latencias de entrada compartimiento oscuro durante la sesion de evaluacion,
48 horas después del entrenamiento. Los animales N (naive) se utilizan para ensayos moleculares.
Para los ensayos moleculares los animales se sacrifican 5, 15 0 45 minutos luego del entrenamiento.



d. Drogas e inyecciones

i. Inyecciones

1. Intra-cerebrales

En todos los casos, las inyecciones se realizaron de forma bilateral y el volumen de
cada infusion fue de 0,5 pl/lado. La canula de inyeccién se insertd en la canula guia para
llegar a las areas blanco. Para HIPPO, AMY y NAcc, la canula de inyeccién usada fue 1 mm
mas larga que la canula guia; para S1FL la canula de inyeccién extiende sélo 0,5 mm mas
alld de la canula guia. Las inyecciones se administraron durante 30 s. La canula de
inyeccion se retiré después de 60 s para evitar el reflujo y para permitir la difusién de los
farmacos (Figura M&M.1.). Después de los procedimientos conductuales se realizo el
examen histoldgico para corroborar el sitio de inyeccion. Para este fin, los animales fueron
inyectados con tinta china y decapitados y los cerebros se colocaron en 4% de
paraformaldehido durante 1 dia seguido de 30% de sacarosa durante otras 24 h para luego
ser cortados con un vibratomo. Por ultimo, el sitio de inyeccién se verificd con una lupa
comparando con el atlas de Franklin y Paxinos. En los atlas se marca la posicién de la
canula de inyeccién y el area maxima alcanzada con las tinciones de tinta china. Sélo se
incluyeron en el andlisis los datos de los animales con canulas situadas en las zonas

blanco.

2. Intra-venosas

Se coloco a los animales de a uno en un tubo de plastico confeccionado a partir de
una jeringa de 50 ml para restringir el movimiento, dejando que la cola quede por fuera del
mismo. Una vez colocado al animal en el dispositivo se localizaron las venas laterales de la

cola y se procedio a inyectar la droga o el vehiculo.
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3. Intra-peritoneales

Se sujetd a los animales para inmovilizarlos y colocandolos con el vientre hacia
arriba se inyectd en el peritoneo al lado de la extremidad posterior izquierda. Esta inyeccion
se utilizé para la administracion de la anestesia para las cirugias de canulacién y para uno

de los experimentos con los péptidos PDZ1&2 y PDZ3.

ii. Drogas

La sulfasalazina (Acido 2-hidroxi-5- [ (E)-2-{ 4-[ ( piridin-2-il ) sulfamoil ] fenil }
diazen-1-il] benzodico) (Sigma, St. Louis, MO) se inyecté en una soluciéon de 2 ug/ul, el
vehiculo para esta droga fue una solucion de 100% de DMSO. La dosis utilizada inhibe
especificamente a NF-kappa B (Freudenthal et al., 2005, Boccia et al., 2007).

Todas las generaciones de los péptidos PDZ1&2 y PDZ3 (Calista Therapeutics) son
péptidos ciclicos de alta permeabilidad a las membranas, estables y solubles en agua. Para
los ensayos de toxicidad con inyecciones intra-venosas se inyectaron en concentraciones
de 5 yM 6 10 uM. Para las inyecciones intra-hipocampales se inyectaron en una
concentracion de 10 nmoles/ratén. Para el experimento con inyeccion intra-peritoneal se
utilizé una concentracion de 1 pymol/ratén. El vehiculo usado para los péptidos fue solucién
salina estéril. Dado que la patente de los péptidos esta aun pendiente no se puede divulgar

la secuencia aminoacidica ni la designacion oficial de los mismos.
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e. Extractos

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical, los animales N fueron
sacrificados al mismo tiempo que los S, U y Si para cada experimento. Los cerebros se
retiraron rapidamente, y el hipocampo se diseccioné de acuerdo con el método de Glowinski
y lIversen (1966). Posteriormente se realizaron los extractos como se detalla en las
sub-secciones siguientes. Luego de realizados los extractos, la concentracién de proteina
de cada uno se midid por duplicado con el kit de ensayo de proteina BCA (Thermo

Scientific) con el protocolo establecido por el fabricante.

i. Nucleares y Citoplasmaticos

Para obtener los extractos nucleares, cada hipocampo se homogeneizé en 250
de Buffer A hipoténico (10 mM HEPES, pH 7,9, KCI 10 mM, MgCI2 1,5 mM, DTT 1 mM, 1 g/
ml de pepstatina A, 10 g / ml de leupeptina, 0,5 mM PMSF, y 10 g / ml de aprotinina) con
ocho golpes en un homogeneizador Dounce, tipo B estrecho. El extracto homogeneizado se
centrifugd durante 15 min a 1000 g. El sobrenadante (extracto citoplasmatico) se almacené
a -80 °C hasta su uso. El sedimento se resuspendié en 30 pl de Buffer B hipertdnico (20 mM
HEPES, pH 7,9, KCI 800 mM, MgCI2 1,5 mM, EDTA 0,4 mM, DTT 0,5 mM, 50% de glicerol,
1 g / ml de pepstatina A, 10 g / ml leupeptina, 0,5 mM PMSF, y 10 g / ml de aprotinina) y se
incubaron durante 15 min en hielo. A continuacion, se realiz6é una centrifugacién durante 15
min a 10.000 g. El sobrenadante (extracto nuclear) se almacené a 80 ° C hasta su uso.

Todo el protocolo de extraccion se realizé a 4 ° C.
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ii. Sinaptosomales (CS, ET y mSDS)

Para obtener los extractos crudos sinaptosomales (P2), los tejidos se
homogeneizaron en 250 ul de Buffer 1 (Tris-HCI 20 mM, sacarosa 320 mm, EDTA 1 mM, pH
7,4, 1 ug / ml de pepstatina A, 10 yg / ml de leupeptina, PMSF 0,5 mM) con quince golpes
en un homogeneizador Dounce, tipo B ajustado. El homogeneizado se centrifugé durante 10
minutos a 1000 g. El sobrenadante se separdé en un nuevo tubo y el sedimento se
resuspendié en 250 ul de Buffer 1y se centrifugd de nuevo durante 10 minutos a 1000 g. El
nuevo sobrenadante se combind con la anterior. Los 500 ul de sobrenadante obtenidos
previamente se centrifugaron durante 30 minutos a 13000 g. Luego, el sobrenadante se
descarté y se utilizé el sedimento (extracto crudo de sinaptosomas, P2) para mas
extracciones. Se afadieron cuatro volumenes de buffer hipoténico (Tris-HCI 5 mM, CaCl2
50 um, pH = 8,1) al P2 y se lo resuspendié vigorosamente. Se centrifugd durante 50
minutos a 15800 g. El sobrenadante (contenido sinaptosomal, CS) se mantuvo a -80°C
hasta su utilizacién. El sedimento se resuspendié en buffer hipotdnico con 1% de detergente
Triton y se centrifugé 50 minutos a 15800 g. El sobrenadante (extracto de Triton, ET) se
mantuvo a -20°C hasta su uso. El sedimento se resuspendié en buffer hipoténico de 1% de
SDS (membranas tratadas con SDS, mSDS) y se mantuvo a -20°C hasta su utilizacion.

Los sinaptosomas purificados por gradiente de Percoll se obtuvieron siguiendo el
procedimiento descrito por Nagy y Delgado-Escueta, 1984 con modificaciones de Rodrigues
et al., 2005. Brevemente, se obtuvo el P2 como se describié anteriormente y se lo colocé en
un gradiente discontinuo de Percoll 2 ml (3%, 10% y 23%). Luego se centrifugd durante 20
minutos a 15000 g. Los sinaptosomas se recuperaron con una pipeta Pasteur de la interfaz
formada. Luego de obtener los sinaptosomas puros, se utilizé el mismo protocolo que se

describié anteriormente para obtener los extractos CS, ET y mSDS.
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f. Ensayos de Western Blot

Para los ensayos de Western Blot, se anadi6é buffer de carga a las muestras y luego
se incubaron a 95 °C durante 5 min. Se sembraron veinte microgramos de cada muestra de
proteina en un gel 10% Acrilamida-Bisacrilamida (29:1) en Tris-HCI con SDS. El gel se
corrié durante 30 minutos a 80 V y luego durante 90 minutos se incrementé el voltaje a 120
V. posteriormente las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF durante 45
minutos a 100 V. Cada membrana se bloqued 1 hora con leche 4% en buffer TBS-tween (50
mM Tris-Cl, pH 7.5; 150 mM NaCl, 0.1% tween) y luego se incubd con los anticuerpos
primarios correspondientes (ver seccion anticuerpos) durante toda la noche. El siguiente dia
se hicieron 3 lavados de 10 minutos cada uno en TBS-tween y se incubd con el anticuerpo
secundario correspondiente (ver seccion anticuerpos) durante 1 hora.

La deteccion de las proteinas de interés se realizé con el kit de ECL (Amersham
General Electric) como se describe por el fabricante y las sefales fueron digitalizadas
mediante el aparato Il FUJIFILM con lector de imagen de software LAS-1000. La densidad
Optica relativa (DOR) se estimé utilizando el software Imaged 1.45. El tamano de la proteina
se estimdé por su movilidad relativa utilizando el software ImageJ 1.45 y correlacionando
estas mediciones con los pesos moleculares de las proteinas estandar del marcador de
peso molecular (Marcador de Peso Molecular: 12-225 kDa, Amersham). Dada la dificultad
para encontrar una proteina cuya cantidad se mantenga estable en los sinaptosomas
durante la consolidacion, se utilizaron mediciones de proteina total previo al sembrado de la
electroforesis por el método de BCA y posteriormente relativizacion a proteina total medida
por el método de Ponceau; y en algunos casos se corrobord estas mediciones con

mediciones de B-tubulina.
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g. Ensayos de determinacion de actividad de NF-kappa B

La actividad de NF-kappa B se determiné mediante su capacidad de union al ADN.
Esto se evalu6 mediante ensayo de retardo electroforético (EMSA). Un oligonucleétido de
doble cadena que contiene el sitio de unibn de NF-kappa B (5
'"AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3' sitio de unidon en negrita) se prepard por hibridacion
de dos oligonucledtidos simple cadena de longitud diferente (5'-AGTTGAGGGGACTTT-3'y
5'-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3' hechos por encargo, Integrated DNA Technologies)
y completando el extremo en sobresaliente con el protocolo de la enzima Klenow
(Promega). Para esto, 5 mM de cada uno de los nucleétidos dGTP, dATP, dTTP vy el
nucleétido marcado radiactivamente dCTP32, se incubaron con: 2 picomoles de
oligonucleétido de doble cadena con el extremo sobresaliente, 2,5 unidades de enzima de
Klenow vy el buffer del fabricante por 20 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo
con 2 pl de 200 mM EDTA. EI ADN se precipité durante la noche después de la adicion de
acetato de sodio y etanol para eliminar el dCTP32 libre, al dia siguiente el oligonucledtido se
centrifugd y se resuspendié en 150 ml de agua. El ensayo de unién a ADN de NF-kappa B
se llevé a cabo en 20 pl de buffer de reaccion (Hepes 20 mM, pH 7,9; KCI 120 mm; EDTA
0,4 mm; TDT 0,5 mm; glicerol 25%) con 0,3 ug de poli dIdC y 10 ug de extracto de proteina.
Las muestras se incubaron durante 40 min a 0°C y se afadio6 luego 1 ul de oligonucledtido
marcado a cada muestra seguido de una incubacion durante 40 min a 0°C. La mezcla de
reaccion se sometio a electroforesis en un gel de poliacrilamida 6% no desnaturalizante en
0,25 X TBE (en mM: Tris, 22,3; acido bérico, 22,3; y EDTA 0,5) durante 2 horas a 170 V. El
gel se secd a vacio y se expuso durante la noche a Hyperfiim-MP (Amersham). Todas las
medidas se realizaron con las exposiciones dentro del rango lineal. Las imagenes fueron
digitalizados por medio de un escaner transmisivo (EPSON). La densidad éptica relativa

(DOR) de la banda especifica se estimé usando el software Image J 1.45s.
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h. Inmunofluorescencia

La fluorescencia en las muestras de tejido se visualizé6 usando un microscopio
confocal laser de barrido (Olympus FV300, Japdén) equipado con un laser de argén de 488
nm (543 nm de HeNe verde), un objetivo UplanFl 10X (NA 0,3), un objetivo UplanFI 20X (NA
0.5), y un SDM cubo dicroico 570 para dividir los canales de adquisicion. La especificidad
del anticuerpo secundario se evalué llevando a cabo el protocolo de inmunofluorescencia
sin el anticuerpo primario. El procesamiento de imagenes se realizé utilizando el software

Imaged 1.45 (NIH, EE.UU. http://rsb.info.nih.gov/ij/).

i. Secciones

Los ratones fueron anestesiados con 0.1ml de 80% ketamina y 20% xilacina,
intra-peritoneal. Luego se perfundieron con con PFA (paraformaldehido) al 4%. Los
cerebros se extrajeron y se mantuvieron en 15 ml PFA al 4% durante 2 horas. A
continuacion, los cerebros se transfirieron a 15 ml de solucion de sacarosa al 30% en buffer
de fosfato (PO) pH = 7,4 se mantuvieron a 4°C durante la noche. Los cerebros se
congelaron en isopentano mantenido a -80°C. Se cortaron secciones en 25 ym usando un
criostato. Se seleccionaron secciones adecuados y fueron lavados en buffer PO con
concentraciones crecientes de detergente Triton. Las secciones se mantuvieron 1 hora en
solucién de bloqueo (PO-triton 0,03%, BSA1%, suero normal de conejo 2%) y después
durante la noche con diluciones primarias de anticuerpos en buffer PO-triton 0,03% (ver
seccion anticuerpos). Los lavados se realizaron en buffer PO con concentraciones
crecientes de detergente Tritdon. Las secciones se incubaron después con anticuerpos
secundarios AlexaFluor durante 1 hora a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron

en buffer PO con concentraciones crecientes de detergente Tritdbn y las rebanadas se
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montaron en portaobjetos con 20% de PBS, 80% de glicerol. Se cubrieron las muestras con

cubreobjetos y se sellaron con esmalte transparente.

ii. Sinaptosomales

Los vidrios (cubreobjetos) para esta inmunofluorescencia deben ser preparados de
la siguiente manera: Se colocaron los vidrios (cubreobjetos redondos de 12mm) en un
frasco con HCI 6M por 4 hs, agitando de vez en cuando. Luego se hicieron 20 lavados en
agua destilada y se dejaron los vidrios en agua destilada toda la noche. Al dia siguiente se
hicieron 10 lavados mas en agua destilada. A continuacion se hicieron 2 lavados en Etanol
70%. Se dejaron en etanol hasta ser usados.

Los sinaptosomas se prepararon como se describid anteriormente en la seccion
“Extractos”. El P2 se resuspendié en 100 ul de Buffer HSE de baja fuerza ionica (Heppes
5mM, Sacarosa 0.32M, EDTA 1 mM, DTT 1mM) para evitar agregado. Se fijaron los
sinaptosomas 10 minutos en PFA 4% y luego se hicieron 3 lavados en PBS.

Para la adherencia de los sinaptosomas a los cubreobjetos previamente preparados
se utilizé el siguiente protocolo. Se flamearon los vidrios de a muchos para no romperlos.
Los vidrios se colocaron de a uno en los pocillos una placa de 24 pocillos y se agregé 50 pl
en cada uno de Poly D lisina 40 ug/ml. Se incubé 1 hr a 37°C en cdmara humeda y luego se
hicieron 3 lavados en agua destilada. Se hizo un lavado mas en buffer HSE de baja fuerza
idnica. Se retird el liquido y se agregd sobre cada vidrio en los pocillos una gota (40 ul) de
resuspension de P2. La placa se centrifugd en centrifuga de placas a 1000 g por 30
minutos. Luego se realizé un lavado mas en buffer HSE de baja fuerza idnica.

Por ultimo se prosiguié con el protocolo de inmunofluorescencia para sinaptosomas
que se describe a continuacion. Se cubrié la superficie del vidrio con solucion de bloqueo
(0,5% de tritdbn para permeabilizar, 2% de BSA, 0,5% de suero normal de conejo, en PBS)

(50 I / diapositiva) y se dejo en camara humeda durante 30-60 minutos. Luego se realizé
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un enjuague brevemente con PBS y se anadieron los anticuerpos (Tabla 1) (50 pl /
diapositiva) en solucion de bloqueo y se dejaron a 4°C durante la noche en camara humeda.
Se recupero el anticuerpo primario y se lavd tres veces en PBS. Se afnadié el anticuerpo
secundario (Tabla 1) (50 pl / diapositiva) en PBS, 0,5% de BSA, 0,5% de tritdbn y se incubo 1
h a temperatura ambiente en camara humeda en la oscuridad. Al finalizar la incubacion se
recuperd el anticuerpo y se realizé un lavado con PBS. Finalmente se afiadidé una solucién
de montaje en gotas (80% de glicerol, 20% de PBS) y se mont6 los cubreobjetos sobre los
potra objetos evitando burbujas. Posteriormente se sellaron los vidrios con esmalte de uias

transparente para su posterior analisis en el microscopio confocal.

I. Analisis de datos

Los valores de densidad optica relativa (DOR) para cada grupo fueron relativizados
los los valores de la media del grupo N para cada experimento y dentro de cada gel. Se
calculd luego el porcentaje para cada grupo tomando los N como 100%. Luego se
verificaron los supuestos de homocedacea y normalidad de los datos y se utilizo6 ANOVA de
una sola via. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante la prueba post-hoc LSD
de Fisher. Para los experimentos comportamentales se utilizaron test no paramétricos ya
que los datos no presentan una distribucién normal porque los animales son removidos de
la plataforma al cumplirse 5 minutos (300 segundos). Por lo tanto se utilizé la prueba de
Kruskal-Wallis para estimar la significancia general. Las diferencias entre pares de grupos
se evaluaron con comparaciones de Mann-Whitney. Se utilizé la correcién de Bonferroni
para determinar la significancia estadistica (e.g. para hipocampo figura L.11l.C p<0,0033). El
test de Wilcoxon se utilizd para evaluar diferencias entre medidas repetidas en dias
consecutivos. Para evaluar co-localizacion en las inmunofluorescencias se utilizo la

correlacion de Pearsons y de Manders.
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j- Anticuerpos

Tabla 1.
Anticuerpo Fabricante Nro. de Dilucién Dilucion para Especie
catalogo para inmuno- de
ensayos fluorescencia origen
WB

p65 Santa Cruz Sc-372 1:1000 1:100 conejo
Biotechnology | c20

IxBa Santa Cruz sc-847 1:500 1:100 conejo
Biotechnology

p65 NLS Chemicon Mab3026 | --- 1:50 conejo

NMDA NR1 | Sigma-Aldrich | G8913 1:500 - conejo

PSD95 Cell Signaling | 2507 1:1000 1:100 conejo

p65 Santa Cruz sc-8008 1:1000 1:100 ratéon
Biotechnology

Lamin B1 Santa Cruz sc-13036 | 1:1000 --- raton
Biotechnology

B-tubulina Millipore CPO7 1:1000 -—- ratén

tom20 Santa Cruz sc-11415 | 1:200 1:100 raton
Biotechnology

Ratén IgG Santa Cruz sc-2005 1:5000 - cabra

HRP Biotechnology

Conejo IgG | Santa Cruz sc-2030 1:5000 - cabra

HRP Biotechnology

Ratén IgG Invitrogen A11008 - 1:500 cabra

Alexa488

Conejo IgG | Licor 926- - 1:20000 burro

680RD 68073

Ratén IgG Licor 926- - 1:20000 cabra

800CW 32201
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Resultados Capitulo | - NF-kappa B en memorias

apetitivas y aversivas

Como se introdujo anteriormente, el factor de transcripcion NF-kappa B esta
involucrado en la consolidacién y reconsolidacién de la memoria. Esto se ha evidenciado
utilizando diversos paradigmas de aprendizaje tanto de memorias aversivas como apetitivas
(Yeh et al., 2002; Meffert et al., 2003; Freudenthal et al., 2005; Lubin y Sweatt, 2007; Yang
et al., 2011; Federman et al., 2013; Zalcman et al. 2015). El requerimiento de NF-kappa B
durante la consolidacion de la memoria en raton se ha estudiado enfocandose
principalmente en el hipocampo, sin prestar particular atencion a la necesidad de activacion
sistémica de otras areas. En este capitulo se explora la participacion de NF-kappa B en
distintas regiones del cerebro de ratén durante la consolidacion de memorias apetitivas o
aversivas que comparten un mismo entorno contextual y dindmica temporal. Con este fin se
utilizé el aparato de evitacién inhibitoria y se entrené a tres grupos de animales (S, Siy U)
de manera diferencial. Los animales S (Shock) fueron colocados en la plataforma de
entrada al compartimiento oscuro y recibieron un choque eléctrico al entrar al mismo. Estos
animales por lo tanto recibieron durante el entrenamiento un refuerzo aversivo que asocian
al contexto. Los animales Si (immediate shock) fueron colocados directamente en el
compartimento oscuro a través de la tapa superior del mismo y la abertura lateral que
conecta con la plataforma, cerrada. Inmediatamente después de colocar a estos animales
en el compartimento oscuro se les administré un choque eléctrico y se los devolvié a su
caja. Estos animales no tienen una respuesta operante durante el entrenamiento y no
forman asociacién al contexto (Wiltgen et al 2001). Los animales U (Un-shocked) son

colocados en la plataforma al igual que los animales del grupo S, pero al entrar al
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compartimiento oscuro no recibieron un choque eléctrico. Los ratones tienden a preferir
lugares oscuros y cerrados (fototaxia negativa y tigmotaxia) por lo que prontamente
abandonan la plataforma iluminada ingresando al compartimiento oscuro. Se considera que
se trata de un aprendizaje apetitivo ya que los animales una vez experimentado el contexto
reducen su latencia de entrada. Una interpretacion es que durante el entrenamiento la
entrada al compartimiento oscuro provee alivio para el animal y por lo tanto se lo considera
un aprendizaje apetitivo (relief training). Esta tarea tiene similitudes con una version
modificada del laberinto de Barnes para ratones (Koopmans et al., 2003), con la diferencia
de que el protocolo presentado aqui requiere de un solo ensayo de entrenamiento. En la
version modificada del laberinto Barnes los ratones pasan por una de las 12 entradas en un
muro que rodea una arena iluminada. Tanto el laberinto de Barnes como la tarea que
realizan los animales U tienen el beneficio de que no se deben usar fuertes estimulos
aversivos o procedimientos de privacion para que el animal responda. Por ultimo se incluyé
un grupo de animales N (Naive) que no tiene ninguna experiencia con el contexto, estos
animales se utilizaron como valor basal en los experimentos bioquimicos (Figura M&M.II.).
Teniendo en cuenta los tipos de aprendizaje previamente descritos se explord la
participaciéon de NF-kappa B en tres areas involucradas con la formacién de estas
memorias. Estas areas fueron el hipocampo, la amigdala y el nicleo accumbens. En primer
lugar se estudié el hipocampo dada su extensiva participacion en procesos mnésicos y en
particular por su requerimiento para la formacion de memorias contextuales. Luego se
estudi6 la via de NF-kappa B en la amigdala y en el nucleo accumbens. Aunque existe
bibliografia donde se describe la participacion de ambos en la consolidacion de memorias
aversivas y apetitivas, tradicionalmente hay una mayor asociacion de la amigdala como un
centro de procesamiento de memorias de miedo y del nucleo accumbens como un nucleo
de procesamiento de alivio y recompensa. Por este motivo se decidié estudiar la

participacién de NF-kappa B en la consolidacion en cada una de estas areas. Como control
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se utilizo una cuarta area, la corteza somatosensorial primaria de la extremidad delantera ya
que es un area que no estaria involucrada en procesos de consolidacién (Boccia et al.,

2007).

a. Tanto animales S como U muestran retencion 48 horas
después de un entrenamiento

El primer experimento mostré6 que tanto los animales que recibieron el choque
eléctrico al entrar al compartimiento oscuro (S, n=15) como los que no lo recibieron (U,
n=16) cambiaron su respuesta comportamental en la sesién de evaluacién (48 horas
después del entrenamiento) con respecto a la sesion de entrenamiento (Wilcoxon W= 120
p<0.01 S; Wilcoxon W= -101.0 p<0.01 U vs. dia de entrenamiento para cada grupo) (Figura
I.I.LA). Los cambios comportamentales observados para cada grupo difieren entre si en el
hecho de que las latencias de entrada al compartimiento oscuro durante la evaluacion
aumentaron para el grupo S, mientras que disminuyeron en los animales U. Durante la
sesion de evaluacion, los animales que recibieron el choque inmediato y no fueron
colocados en la plataforma durante el entrenamiento (Si), mostraron latencias similares a
las de los animales naive (N) cuando se colocaron en la plataforma iluminada (Mediana =
11 s, n=8). En comparacion con los animales Si, los animales del grupo S mostraron
latencias significativamente mayores de entrada al compartimiento oscuro, lo que evidencia
la retencién de la memoria aversiva (Mann-Whitney U=0.0; p<0.01; Mediana = 300 s; n=8),
mientras que los animales U mostraron latencias significativamente mas cortas al entrar en
el compartimiento oscuro (Mann Whitney U=0.0; p<0.01; Mediana=2,5 s; n=8) (Figura 1.1.B).
Este experimento muestra que mientras que los animales Si tienen latencias en el rango de
animales Naive, los animales S aprenden a evitar entrar en el compartimiento oscuro y los

animales U aprenden a entrar aun mas rapido que en el dia de entrenamiento. Es
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interesante notar que los animales U contindan mostrando latencias bajas de entrada
cuando se ensayan durante seis dias consecutivos, evidenciando que con una sola
instancia de este entrenamiento se obtiene un desempefio cercano al maximo (ANOVA
Estadistico de Friedman=21.86; p<0.01; Mediana para dia de TR= 8 s; Mediana para dia 1 =
3 s; Mediana para dia 5 = 3 s; Mediana para dia 6 = 3 s; n=20)(Figura I.1.C). Se considera
que las diferencias Si y U en las latencias de entrada estan limitadas por el efecto piso.
Estos datos apoyan la idea de que ambos grupos de animales estan formando memorias

contextuales.
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Figura LI. Tanto animales S como U
muestran retenciéon 48 horas después de
un entrenamiento.
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b. Nf-kappa B se activa luego del entrenamiento tanto para

animales S como para animales U pero no para animales
Si

Los animales S y U presentan una activacion nuclear de NF-kappa B en el
hipocampo 45 minutos después del entrenamiento cuando se los compara con animales
naive, segun lo informado previamente por nuestro laboratorio (Freudenthal et al., 2005).
Esta activacion del factor de transcripcion durante la ventana de consolidacion esta de
acuerdo con los experimentos comportamentales mostrados en la seccion anterior; donde
ambos grupos S y U muestran retencion de dos tareas diferentes aprendidas en un mismo
entorno contextual. En el presente trabajo, el experimento para evaluar los niveles de
activacion de NF-kappa B en el nucleo de las células del hipocampo se controlé incluyendo
el grupo de animales Si y N. Se encontré que para el grupo Si, el factor de transcripcién
nuclear no se activa en el nucleo de las células del hipocampo 45 minutos después de
recibir el choque eléctrico cuando se lo compara con el grupo N (ANOVA F(3,58) = 6.694;
LSD test MS = 726,34, df = 58,000; Media Si = 102.8 + 7.997 SEM, n= 15; Media N = 100
4.765 SEM, n=15). Tanto S y U mostraron la activacion previamente descrita a los 45
minutos de la adquisicién, durante la consolidacién, en comparacion con el grupo N y Si
(ANOVA F(3, 58) = 6.694; LSD test MS = 726,34, df = 58,000; p<0.01; Media S = 125.8 *
7.402 SEM, n= 16; Media U = 136.3 £ 6.702 SEM, n=16) (Figura I.Il.A). En la figura L.Il.A,
panel derecho, se muestra una secciéon de un EMSA representativo para cada grupo. El
marcador nuclear Lamin B1 se us6 como control de la cantidad de proteina de extracto
nuclear en SDS-PAGE. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos, lo que
indica que las diferencias observadas en la EMSA son especificas a los niveles de

activacion de NF-kappa B (Figura 1.11.B panel izquierdo). La cantidad de la subunidad p65 en
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el nucleo 45 minutos después del entrenamiento permanece constante dentro de los grupos
con relacién al Lamin B1 (Figura L.Il.B panel central). Se muestran calles de Western Blot
representativas para Lamin B1 y p65 (Figura I.1l.B panel derecho). Este resultado apoya la
idea de que los grupos S y U estan consolidando la memoria formada por tarea de
aprendizaje asociativo contextual donde NF-kappa B esta jugando un papel critico. Por el
contrario, puesto que no se observo activacion de NF-kappa B en el grupo Si, podriamos
especular que este grupo podria no forma memorias asociativas de contexto dependiente
del hipocampo.

Un antecedente que vale la pena mencionar es el experimento publicado en 2007
por nuestro laboratorio. En ese caso todos los animales fueron preexpuestos al contexto por
6 dias consecutivos sin el choque eléctrico (idem al entrenamiento apetitivo), como en el
experimento de la figura I.1.C. En el séptimo dia se dividié a los animales en dos grupos; un
grupo recibié el mismo entrenamiento sin choque eléctrico (apetitivo) y el otro grupo recibié
un choque eléctrico al entrar al compartimento (aversivo). En este experimento se ve que
NF-kappa B nuclear solo se activa 45 minutos después de esta sesion en los animales que
recibieron el choque eléctrico, comparando con animales naive, y no en los animales que
continuaron con el entrenamiento apetitivo (Figura I.1.C, Boccia et al., 2007). Esto apoya la
idea de que solo los animales que estan formando una nueva asociacion al contexto

presentan activacién de NF-kappa B, en este caso el grupo con entrenamiento aversivo.
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c. Inyecciones intra-hipocampales de Sulfasalazina son

amneésicas para ambos grupos Sy U

Como se reporté anteriormente por nuestro laboratorio NF-kappa B en el hipocampo
no solo se activa durante la consolidacion de la memoria sino que también es necesaria
para la misma (Freudenthal et al. 2005). Esto se evidencia utilizando el inhibidor de la via de
NF-kappa B, Sulfasalazina (SULFA), que permite evaluar los efectos comportamentales
sobre la retencion cuando la activacion de NF-kappa B esta impedida. Para comparar el
papel de la via de NF-kappa B en el hipocampo en los dos tipos de aprendizaje que se
describieron anteriormente, utilizd este mismo inhibidor. Con este fin los animales fueron
canulados bilateralmente en el hipocampo e inmediatamente después del entrenamiento, se
inyectd6 DMSO puro (vehiculo) o 1 pg/hipocampo de Sulfasalazina en solucion de DMSO
(Figura LIIILA). Los grupos de animales no mostraron diferencias en sus latencias de
entrada al compartimiento oscuro durante el entrenamiento, antes de la inyeccion de
farmaco o del vehiculo (Figura LIIIl.B). Cuando se compararon solamente animales
inyectados con vehiculo, se observé el mismo patron que se evidencia en la Figura L.ILA, los
animales S Veh muestran mayores latencias que los animales Si Veh (Mann-Whitney U=
0.0; p<0.01; Mediana S Veh = 300 s, n=7; Mediana Si Veh = 15 s, n=7). Por otra parte los
animales U Veh muestran latencias mas bajas de entrada en comparacién con los animales
Si Veh (Mann-Whitney U=1.0; p<0.01, Mediana Si Veh = 15, n=7; Mediana U Veh =4 s,
n=7). Esto evidencia la retencién en ambos grupos S Veh y U Veh (Figura I.1.C). El grupo
de animales Si inyectados con Sulfasalazina (Si Sulfa) no mostré diferencias significativas
en las latencias de entrada durante la evaluacidon en comparacién con los animales Si
inyectados con vehiculo (Si Veh) (Mann-Whitney U= 22.5; p=0.845, Mediana Si Veh = 15 s,

n=7; Mediana Si Sulfa = 15 s, n=7). Como se ha descrito anteriormente en nuestro
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laboratorio (Boccia et al., 2007), los animales S inyectados con sulfasalazina (S Sulfa)
mostraron latencias mas bajas que los animales S inyectados con vehiculo (S Veh)
(Mann-Whitney U= 0.0; p<0.01; Mediana S Veh = 300 s, n=7; Mediana S Sulfa = 78 s, n=7).
Esto demuestra que la Sulfasalazina inyectada intra-hipocampo post-entrenamiento afecta
la consolidacion de la memoria para los animales con el entrenamiento aversivo, grupo S
(Figura LIII.C). Curiosamente, los animales del grupo U inyectados con sulfasalazina (U
Sulfa) mostraron mayores latencias de entrada que los animales U inyectados con vehiculo
(U Veh) (Mann-Whitney U= 0.5; p<0.01; Mediana U Veh = 4 s, n=7; Mediana U Sulfa =13 s,
n=7); lo que indica que Sulfasalazina esta causando un deterioro de la memoria en los
animales entrenados de manera apetitiva, grupo U (Figura LIII.C). Este experimento
muestra que tanto los animales S como los U forman memorias dependientes del
hipocampo que pueden ser afectadas por un inhibidor de la via B de NF-kappa tal como lo
es la Sulfasalazina. Por lo tanto, la via NF-kappa B en el hipocampo es necesaria para la
consolidacion de memorias asociativas contextuales tanto para tareas aversivas (S) como
apetitivas (U). Es importante notar que la expresién de la memoria para ambos grupos es
opuesta ya que el entrenamiento produce mayores latencias para los animales con
entrenamiento aversivo (S) y menores para los animales con entrenamiento apetitivo (U).
De esta manera el comportamiento observado es opuesto en ambos grupos ya que en
cualquier caso la Sulfasalazina revierte el efecto del entrenamiento, el grupo U Sulfa
presenta mayores latencias que su contraparte inyectado con vehiculo y el grupo S

presenta menores latencias que el S Veh.
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Figura LIIl. Las inyecciones intra-hipocampales de sulfasalazina son amnésicas para memorias

aversivas y apetitivas.

A) Se muestran las secciones del atlas de raton a la distancia de Bregma correspondiente. El sombreado
gris representa el area maxima alcanzada por las inyecciones. Los asteriscos indican la punta de la
canula de inyeccioén. B) Latencias de entrada al compartimiento oscuro durante el entrenamiento para
animales en los grupos S y U antes de la inyeccion de Sulfasalazina (Sulfa) o Vehiculo (Veh). C)
Latencias de entrada durante la sesion de evaluacion 48 horas después del entrenamiento de los grupos
S, Siy U inyectados con Sulfa o Veh inmediatamente después de la adquisicion.

Las barras muestran medianas con rangos intercuartiles. P <0,01.



d. Inyecciones intra-amygdala de Sulfasalazina son

amneésicas para ambos grupos Sy U

Para estudiar en profundidad los mecanismos implicados en la consolidacion de
memorias contextuales-asociativa tanto apetitivas como aversivas se eligio a la amigdala
como un area de interés en estos procesos. La amigdala en la literatura tradicionalmente se
asocia con un area involucrada en procesos de memoria de miedo, sin embargo articulos
recientes implican a la misma también en el procesamiento de memorias de valencia
positiva. Con este fin, todos los animales fueron canulados bilateralmente para llegar a la
amigdala y se inyecto vehiculo o 1 pg/Amygdala de sulfasalazina inmediatamente después
del entrenamiento (Figura l.IV.A). Los animales Si inyectados con vehiculo se utilizaron
como grupo de control conductual. Los animales S Veh mostraron latencias mas largas
durante la evaluaciéon comparando con el grupo Si Veh (Mann-Whitney U= 0.0; p<0.01,
Mediana Si Veh =11 s, n=9; Mediana S Veh = 300 s, n=9) y esta retencion se vié impedida
en el grupo S Sulfa comparando con el grupo S Veh (Mann-Whitney U= 6.0; p<0.01;
Mediana S Veh = 300 s, n=9; Mediana S Sulfa = 78 s, n=7) (Figura I.IV.B). La amigdala
juega un papel central en la consolidacién de la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria
(tarea aversiva), y este papel es dependiente de la via B de NF-kappa. Para la versién sin
shock de la tarea (version apetitiva) la Sulfasalazina también afecté a las latencias de
entrada de los animales entrenados. Los animales U Veh mostraron retencion de la tarea
apetitiva evidenciada por latencias mas bajas que los animales Si Veh (Mann-Whitney U=
10.0; p<0.01; Mediana Si Veh = 17 s, n=11; Mediana U Veh = 8 s, n=9). Al igual que en la
versién aversiva de la tarea, esta memoria también se vié impedida cuando los animales
fueron inyectados con sulfasalazina. Los animales U Veh muestran latencias mas bajas de

entrada que los animales U Sulfa (Mann-Whitney U= 7.5; p<0.01, Mediana U Veh = 8 s,
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n=9; Mediana U Sulfa = 17 s, n=9) (Figura I.IV.C). En los ratones, la consolidacion de la
memoria tanto apetitiva como aversiva parece ser dependiente de la via NF-kappa B de la
amigdala. Esta evidencia apoya que la amigdala juega un papel central en la consolidacién
de la memoria independientemente de la valencia del estimulo. Y aun mas, la activacion de

NF-kappa B en este area es necesaria para que ocurra la consolidacion.
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Figura LIV. Las inyecciones intra-amigdala de sulfasalazina son amnésicas para
memorias aversivas y apetitivas.

A) Se muestran las secciones del atlas de raton a la distancia de Bregma correspondiente. El
sombreado gris representa el area maxima alcanzada por las inyecciones. Los asteriscos
indican la punta de la canula de inyeccion. Los puntos negros indican inyecciones que no
alcanzaron el area objetivo; esos animales se descartaron del analisis. B) Latencias de
entrada durante la evaluacion para los grupos Si Veh, S Veh y S Sulfa. C) Latencias de
entrada durante la evaluacion para los grupos Si Veh, U Veh y U Sulfa.

Las barras muestran medianas con rangos intercuartiles. P <0,01.



e. Inyecciones intra-nucleo accumbens de Sulfasalazina
son amnésicas para ambos grupos Sy U

En busqueda de comprender qué areas estan implicadas en la formacion de estas
memorias de valencia opuestas decidimos estudiar el nucleo accumbens. EI nucleo
accumbens tiene un rol descrito en el procesamiento de memorias de alivio, pero al igual
que la amigdala, hay una creciente bibliografia que describe una participacion mas general
en memorias aversivas. Los animales fueron canulados bilateralmente para alcanzar el
nucleo accumbens como se describe en la seccion materiales y métodos y luego se inyecto
1 pg/nucleus accumbens de sulfasalazina o vehiculo en cada lado inmediatamente después
del entrenamiento (Figura I.V.A). Los animales S Veh mostraron latencias significativamente
mas altas que los animales Si Veh (Mann-Whitney U= 0.0; p<0.01; Mediana Si Veh = 12.5 s,
n=10; Mediana S Veh = 300 s, n=10), lo cual nuevamente indica retencién para el grupo
entrenado con el choque eléctrico. Los animales S Sulfa mostraron latencias menores que
los animales S Veh, sugiriendo un deterioro de la memoria por la inyeccion del farmaco en
este area (Mann-Whitney U= 9.0; p<0.01; Mediana S Veh = 300 s, n=10; Mediana S Sulfa =
68.5 s, n=10) (Figura 1.V.B). Este resultado implica que la via NF-kappa B en el nucleo
accumbens es necesaria para la consolidacién en memorias aversivas a largo término. Por
otra parte, se demostr6 que la via NF-kappa B en el nucleo accumbens es también
necesaria para la consolidacion a largo plazo de las memorias apetitivas. Los animales U
Veh mostraron latencias de entrada menores que los animales Si Veh (Mann-Whitney U=
1.0; p<0.01; Mediana U Veh = 3 s, n=7; Mediana Si Veh = 12 s, n=7), nuevamente
evidenciando retencién de la tarea apetitiva. Por otro lado los animales U Sulfa mostraron
latencias mayores que los U Veh dado el impedimento de la memoria por parte de la droga

(Mann-Whitney U=0.0; p<0.01; Mediana U Veh = 3 s, n=7; Mediana U Sulfa = 11.5 s, n=8)
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(Figura 1.V.C). Por lo tanto, la sulfasalazina impide la consolidacion de la memoria de largo
término tanto aversivas como apetitivas cuando se inyecta intra-nucleo accumbens. La via
NF-kappa B en el nucleo accumbens esta involucrada en la consolidacion de la memoria

independientemente de la valencia del estimulo.
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Figura LV. Intra-nucleo accumbens inyecciones de sulfasalazina son amnésicas para las
memorias aversivas y apetitivas.

A) Se muestran las secciones del atlas de raton a la distancia de Bregma correspondiente. El
sombreado gris representa el area maxima alcanzada por las inyecciones. Los asteriscos indican la
punta de la canula de inyecciéon. Los puntos negros indican inyecciones en animales que no
alcanzaron el area diana y por lo tanto se descartaron del analisis. Los puntos negros indican
inyecciones que no alcanzaron el area objetivo; esos animales se descartaron del analisis. B)
Latencias de entrada durante la evaluacion para los grupos Si Veh, S Veh y S Sulfa. C) Latencias de
entrada durante la evaluacion para los grupos SiVeh, U Veh y U Sulfa.

Las barras muestran medianas con rangos intercuartiles. P <0,01.



f. La Sulfasalazina solo impide la memoria cuando es inyectada
en areas involucradas en la retencidon del entrenamiento

Dado el efecto de sulfasalazina en el hipocampo, amigdala y nucleo accumbens, se
llevé a cabo un experimento para evaluar la especificidad de region de las inyecciones de la
droga. Se eligio la corteza somatosensorial primaria, region de la extremidad anterior (S1FL)
como un area que no se espera esté relacionada con la consolidacion de la memoria de
estas tareas. Los animales se canularon bilateralmente como se describe en la seccion
materiales y métodos, y se inyectd vehiculo o sulfasalazina (1 pg/corteza) (Figura I.VI.A).
Los animales S Veh mostraron retencién de memoria en comparacion con los animales Si
Veh (Mann-Whitney U=0.0; p<0.01; Mediana Si Veh = 16.5 s, n=8; Mediana S Veh = 300 s,
n=9) y los animales del grupo S Sulfa no mostraron deterioro de la memoria en comparacion
con el grupo S Veh (Mann-Whitney U=35.0; p=0.9294; Mediana S Veh = 300 s, n=9;
Mediana S Sulfa = 300 s, n=8) (Figura |.VI.B). Esto demuestra que para la tarea aversiva, la
inyeccion de sulfasalazina en la corteza no afectaria la consolidacion de la memoria. Los
animales del grupo U Veh mostraron latencias menores de entrada en comparacién con los
animales Si Veh nuevamente evidenciando la retencion de la tarea (Mann-Whitney U=2.0;
p<0.01; Mediana Si Veh = 14 s, n=9; Mediana U Veh =4 s, n=10). Los animales de U Sulfa
mostraron latencias similares de entrada al compartimiento oscuro a las del grupo U Veh, lo
que implica que no hubo ningun efecto de deterioro de la memoria por parte de la inyeccion
de sulfasalazina en la corteza (Mann-Whitney U=36.5; p=0.5081; Mediana U Veh = 4 s,
n=10; Mediana U Sulfa = 3 s, n=9) (Figura |.VI.C). Esto apoya la idea de que la inhibicién de
la via de NF-kappa B afecta la retencion de memoria sélo en areas que son relevantes para

la consolidacion de las tareas de apetitivas y aversivas.

79



Los resultados presentados en este capitulo conllevan a la idea que la inhibicion de
NF-kappa B por la sulfasalazina inyectada en el hipocampo, amigdala o nucleo accumbens
inmediatamente después del entrenamiento es capaz de impedir la retencion en ambas
versiones de entrenamiento. Estos resultados sugieren que NF-kappa B es un paso
molecular critico, en diferentes areas del cerebro en la consolidacion de la memoria.
Estudios futuros apuntan a estudiar dentro de estas areas como es la activacion de la
poblacion neuronal durante una u otra tarea utilizando técnicas de inmunofluorescencia y

electrofisiologia.
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Figura L.VI. Inyecciones intra-S1FL de sulfasalazina no afectan a la memoria aversiva o
apetitiva.

A) Se muestran las secciones del atlas de ratdn a la distancia de Bregma correspondiente.
El sombreado gris representa el area maxima alcanzada por las inyecciones. Los
asteriscos indican la punta de la canula de inyeccidon. Los puntos negros indican
inyecciones en animales que no alcanzaron el area diana y por lo tanto se descartaron del
analisis. Los puntos negros indican inyecciones que no alcanzaron el area objetivo; esos
animales se descartaron del analisis. B) Latencias de entrada durante la evaluacion para
los grupos Si Veh, S Veh y S Sulfa. C) Latencias de entrada durante la evaluacion para los
grupos Si Veh, U Veh y U Sulfa.

Las barras muestran medianas con rangos intercuartiles. P <0,01.



Discusion Capitulo | - NF-kappa B en memorias

apetitivas y aversivas

a. Tarea de aprendizaje contextual de un solo ensayo para el
estudio del condicionamiento apetitivo y aversivo

Como se elabord anteriormente en el presente trabajo, la tarea de evitaciéon
inhibitoria en ratén implica entrenar a un grupo de animales con un estimulo aversivo (un
choque eléctrico, grupo S, Shocked) cuando estos entran a un compartimiento oscuro. Los
ratones poseen tigmotaxia y fototaxia negativa lo que genera que estos entren al
compartimiento oscuro voluntariamente, teniendo entonces este aprendizaje un componente
operante. Clasicamente, se suele considerar al grupo entrenado a aquel que recibe el
estimulo aversivo al entrar en el compartimiento oscuro, entrenando al ratéon de esta manera
a evitar el comportamiento natural. Se considera que el animal retuvo la memoria de este
entrenamiento cuando en una sesion posterior de evaluacion su respuesta comportamental
de entrada al compartimiento oscuro se ve retardada o inhibida, es decir, el animal presenta
mayores latencias de entrada. Por otra parte, un buen control experimental para dicho
entrenamiento es animales que no reciben un choque eléctrico al entrar, grupo denominado
U (Un-shocked). Estos animales poseen latencias de entrada al compartimiento oscuro
durante la sesidon de evaluacion claramente menores a los animales S. Esto permite
comparar las latencias durante la sesién de evaluacién de los animales S con otros que
experimentan el mismo contexto y realizan el mismo comportamiento operante pero sin

recibir el estimulo aversivo.
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El grupo U no esta recibiendo una descarga eléctrica y por lo tanto no esta
generando una asociacion entre el contexto y el refuerzo negativo. Sin embargo, en esta
tesis por primera vez, se evidencia que de hecho se esta formando una memoria contextual
asociativa, pero la asociacion es a un refuerzo positivo. Esta idea se basa en el valor que
puede tener para el animal una respuesta comportamental desencadenada por la tigmotaxia
y fototaxia negativa natural del animal. Los ratones tienden a moverse hacia las paredes y
esquinas (tigmotaxia) y lejos de areas iluminadas (fototaxia negativa). Estas son respuestas
adaptativas para evitar depredadores o ambientes peligrosos (Bonsignore et al., 2008,
Pompl et al., 1999). Teniendo en cuenta esta nocion, la plataforma iluminada donde se
coloca al animal durante el entrenamiento puede ser percibida por los ratones como una
situaciéon incomoda. A su vez, el compartimiento oscuro se presenta como un alivio de esta
situaciéon. Cuando el animal entra a este compartimiento oscuro pueden suceder dos cosas:
a) el animal recibe un choque eléctrico que es lo suficientemente aversivo para hacer que el
ratén evite repetir el comportamiento durante una sesion posterior de evaluacion ya que el
valor negativo de esta experiencia se coloca por encima de el valor positivo que ofrece la
oscuridad del ambiente cerrado, o b) el animal no recibe ningun estimulo aversivo con lo

cual el valor positivo del alivio tras la entrada al compartimiento oscuro queda intacto.

Por este motivo, este trabajo argumenta que ambos grupos S y U estan formando
memorias asociativas al contexto con estimulos de valencia opuesta. Por lo tanto se
describe otro control que se considera necesario para la confirmacion de la aseveracion
anterior. Este control fue descrito por el grupo de Michael Fanselow (Wiltgen et al. 2001) y
se denomina Si (Inmediate Shock). Este grupo consiste en animales que se colocan
directamente en el interior del compartimiento oscuro desde la tapa superior del mismo y no
tienen acceso a la plataforma iluminada. Apenas son depositados sobre la rejilla reciben
inmediatamente un choque eléctrico, luego son rapidamente devueltos a su jaula de

alojamiento. Estos animales no tienen experiencia con la plataforma iluminada y tampoco

83



realizan el comportamiento de entrada al compartimiento oscuro. Ademas, no tienen
suficiente tiempo entre el reconocimiento del compartimiento oscuro y la descarga eléctrica
para formar una asociacion de este contexto con el estimulo. Por lo tanto, a pesar de que

estos animales reciben un estimulo aversivo no forman una memoria contextual asociativa.

Se encontrd que tanto los animales S y U muestran diferentes respuestas durante la
sesion de evaluacién en comparacién con el entrenamiento, y que la respuesta de los
animales Si es comparable a las latencias durante la adquisicion de los grupos S o U
(Figura I.I). Una caracteristica interesante de este experimento es que la informacion
contextual espacial percibida por todos los grupos durante la evaluacién es la misma, sin
embargo las asociaciones hechas durante el entrenamiento dan forma distinta a la
respuesta comportamental: aumentando las latencias de entrada en animales de S y
disminuyéndolas en animales del grupo U. Ya que la expresion de la memoria se puede
definir como un cambio en el comportamiento a causa de una experiencia previa, se puede
decir por lo tanto que ambos grupos S y U estan mostrando retencién durante la evaluacion.
Efectivamente esta retencién evidenciada se debe al aprendizaje de dos tareas distintas,
una con un componente aversivo y otra con un componente apetitivo. Pero sin embargo
estas tareas comparten un mismo entorno contextual y un mismo requerimiento operante
durante el entrenamiento. Ademas vale la pena recalcar que ambas tareas se adquieren y
muestran retencion de largo término con un solo ensayo. Estas caracteristicas hacen de
estas tareas herramientas ideales para el estudio comparativo del procesamiento de tareas

y formacion de la memoria de valencia opuesta.
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b. NF-kappa B en el hipocampo durante la consolidacion de
tareas aversivas y apetitivas

Se ha descrito que el hipocampo estda implicado en memorias asociativas
contextuales (Smith y Bulkin, 2014) y la dinamica de la activacion de NF-kappa B durante la
consolidacién de memoria en este y otros paradigmas ha sido ampliamente reportada
(Freudenthal et al., 2005; Salles et al. 2015, Zalcman et al., 2015, de la Fuente et al., 2014,
de la Fuente et al., 2015). Especificamente, se ha descrito que el factor de transcripcién
NF-kappa B es necesario para la consolidacion de memoria en varias especies tales como
cangrejos y ratones (Freudenthal et al., 2005, Freudenthal y Romano 2000). Nuestro
laboratorio demostré que en la tarea de evitacion inhibitoria en ratones, tanto los animales S
como U presentan una activacion nuclear hipocampal del factor de transcripcion 45 minutos
después del entrenamiento en comparacion con los animales Naive (Freudenthal et al.,
2005). Esta activacion del factor de transcripcion durante la ventana de consolidacion esta
de acuerdo con los experimentos comportamentales mostrados en la Figura 1.1, donde tanto
los animales S y U muestran la retencion de dos tareas diferentes aprendidas en un mismo
entorno contextual. En el presente trabajo se pudo volver a evidenciar este aumento en la
activacion del factor de transcripcién para los animales de los grupos S y U y se incluy6 en
el estudio el grupo de animales Si. Se encontré que el factor de transcripcién no se activa
en el nucleo de las células del hipocampo 45 minutos después del entrenamiento en los
extractos de animales del grupo Si en comparacién con el grupo naive (Figura LIl). Esto es
esperable ya que como se elabor6 anteriormente, a diferencia de los grupos S y U, los
animales del grupo Si no estdan formando memorias asociativas dependientes del
hipocampo. La cantidad de proteina de la subunidad p65 del factor de transcripcion

NF-kappa B permanece constante dentro de los grupos, lo que implica que las diferencias
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observadas en los grupos S y U (Figura L.IILA) se deben a la activacién del dimero de
NF-kappa B y no a un aumento de la cantidad total de proteina p65. Los animales U
mostraron latencias de entrada reducidas en el primer dia de reexposicion al contexto y
estas continuan iguales en el séptimo dia consecutivo de re-entrenamiento. Se ha publicado
previamente que los animales U que son previamente expuestos al contexto durante 7 dias
consecutivos (como se hizo en el experimento de la Figura 1.1.C) no presentan activacion de
NF-kappa B 45 minutos después del ultimo dia consecutivo de re-entrenamiento. Por otra
parte, si los animales reciben una descarga eléctrica el dia 7 de reexposicién (y, por lo
tanto, se forma una nueva asociacion), muestran activacion nuclear NF-kappa B 45 minutos
después del entrenamiento (Figura I.11.C, Boccia et al., 2007). Estos resultados sugieren que
para ambos grupos S y U, la activacién de NF-kappa B en el hipocampo esta involucrada en
la consolidacion de memorias asociativas contextuales. La falta de la activacién de
NF-kappa B 45 minutos luego del entrenamiento en el grupo Si apoya aun mas la idea de
que este grupo no estd formando una asociaciéon contextual a la descarga eléctrica,

mientras tanto S y U animales estan formando memorias contextuales de valencia opuesta.

NF-kappa B en el hipocampo no solo estd implicado en la consolidacion y
reconsolidacion de la memoria, sino que ademas se ha descrito que su activacion es
necesaria para que estos procesos ocurran correctamente (Boccia et al., 2007; Freudenthal
et al., 2005). Sin embargo, el papel de NF-kappa B en el hipocampo para las memorias
apetitivas en este tipo de contexto aun no se ha descrito en detalle. Por lo tanto, usamos
inyecciones de sulfasalazina intra-hipocampo para estudiar la naturaleza de la memoria de
alivio de los animales U y compararlo con el requerimiento de NF-kappa B para la memoria
aversiva de los animales S. La sulfasalazina es un inhibidor de la kinasa IKK que fosforila a
IkB, permitiendo que este libere al factor de transcripcion y de este modo interfiriendo con
su activacion. Utilizando esta herramienta se ve que la via de NF-kappa B en el hipocampo

es necesaria tanto para las tareas contextuales aversivas como apetitivas (Figura L.IIl). Esto
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no es un resultado inesperado ya que la informacion contextual recibida por ambos grupos
es la misma, y como se expuso en la introduccion, una de las funciones mas relevantes del
hipocampo es procesar esta informacién contextual. Los datos presentados en este trabajo
demuestran que en el hipocampo, la via NF-kappa B es necesaria para la consolidacion de

ambas memorias contextuales.

c. Implicacién de la via de NF-kappa B en la amigdala y el
nucleo accumbens durante la consolidacion de tareas
aversivas y apetitivas

Estas tareas contextuales que inicialmente, durante el entrenamiento, requieren la
misma accién comportamental pero dan lugar a comportamientos opuestos durante la
evaluacioén, permitieron el estudio de la implicacion de NF-kappa B en el hipocampo durante
la consolidacién de memorias aversivas o apetitivas. Por este motivo se decidio utilizarlas
para evaluar la participacién de NF-kappa B en otras areas del cerebro en la consolidacion

de dichas tareas.

La amigdala ha sido ampliamente sugerida como un &rea involucrada en el
procesamiento del valor emocional de las memorias. Histéricamente se la ha asociado
principalmente con el procesamiento de recuerdos aversivos (Namburi et al., 2016;
Hermans et al., 2014). De hecho, se sabe que NF-kappa B se activa en la amigdala durante
la consolidacién del condicionamiento de sobresalto en respuesta al miedo (Yeh et al.,
2002). Sin embargo, existen informes recientes que sugieren un papel de esta area en el
procesamiento de recuerdos apetitivos (Fernando et al., 2013). En este trabajo se muestra
que tanto para los grupos U como S, la via de NF-kappa B en la amigdala es necesaria para
la consolidacion de la memoria. Ambos aprendizajes requieren la funcionalidad de la via de

NF-kappa B en este area para ser consolidados y a su vez expresados posteriormente
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durante la sesién de evaluacion. La sulfasalazina tiene un efecto amnésico en los grupos S
y U cuando es inyectada localmente en la amigdala inmediatamente luego del
entrenamiento (Figura I.IV). Esto se suma a la evidencia de que la amigdala no sélo esta
involucrada en el procesamiento de recuerdos aversivos, sino que también esta involucrada
en el procesamiento de otros eventos bioldgicamente relevantes para el animal, aunque
estos sean de valencia variada. EI compartimento oscuro se convierte en un estimulo
positivo para el animal, ya que proporciona un alivio de la plataforma iluminada (Niewalda et

al., 2015; Pompl et al., 1999).

Por otra parte, el nucleo accumbens es un area ampliamente descrita como
participante clave en formacién de memorias apetitivas y de alivio (Namburi et al., 2016;
Kahl y Fendt, 2016). A su vez, hay estudios que muestran el requisito de sintesis de
proteinas durante estos procesos en el nucleo accumbens (Bruning et al., 2016). Sin
embargo, existen algunos informes recientes que sugieren un papel de esta area en la
formacion de memorias aversivas (Martinez et al., 2008, Manago et al. 2008). Por lo tanto,
se pensd que seria interesante estudiar ambas versiones de la tarea de inhibir la via
NF-kappa B en esta area. Curiosamente, nuestros resultados muestran que la consolidacion
de la memoria también depende de la via de NF-kappa B en el nlcleo accumbens tanto
para la version aversiva como para la versién apetitiva de la tarea (Figura 1.V). Es
interesante notar que mientras la situacion de los animales del grupo U puede tener un
componente de alivio durante el entrenamiento, la situacion aversiva no posee tal
componente. Los resultados de estos experimentos sugieren que el nucleo accumbens es
necesario para ambos tipos de memorias, ya sea aversivas como apetitivas. Mas aun, estos
resultados también demuestran que la via NF-kappa B en esta area es necesaria para la

consolidaciéon de la memoria en ambas tareas.

Teniendo en cuenta que cuando se inyecté sulfasalazina en distintas areas del

cerebro la misma resultd amnésica, fue importante descartar la posibilidad de un efecto
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generalizado de la droga. Esta idea dio lugar al experimento para controlar que la inhibicion
de la via NF-kappa B solo afecta la consolidacion de la memoria en las areas involucradas
en los procesos de memoria. Una inyeccion de Sulfasalazina en la region S1FL de la
corteza somatosensorial (que no ha sido relacionada con procesos de consolidacion de

memoria, Boccia et al., 2007), no alterd la retencién en animales S o U (Figura 1.VI).

Todos los datos mostrados en el presente trabajo se suman a las evidencias que
sugieren que areas como el nucleo accumbens y la amigdala estan involucrados en el
procesamiento de memorias de diferente valencia. Estas tareas con los grupos S, U y Si
surgen como un excelente modelo para el estudio comparativo de las vias y mecanismos
involucrados en los procesos mnésicos de valencias opuestas. Si bien hay alguna evidencia
de la participacion de la via NF-kappa B en la consolidacion de memorias de miedo en la
amigdala (Si et al., 2012), es la primera vez que se demuestra que esta via es necesaria en
esta area para la consolidacion de una memoria de alivio. Aunque hay un estudio que
encontré6 la via NF-kappa B se activa durante la reactivacion de la memoria de
condicionamiento de preferencia de lugar en el nucleo accumbens (Ye et al., 2014), no ha
habido estudios de la participacion de la NF-Kappa B durante la consolidacién de la
memoria en esta area. Sin embargo, si se ha descrito que NF-kappa B esta implicado en los
cambios estructurales en el nucleo accumbens después del consumo crénico de cocaina
(Russo et al.,, 2009). Por lo tanto, esta también es la primera vez que se describe la
participacion de la via NF-kappa B durante la consolidacién de la memoria en el nucleo
accumbens. Se propone que estas mismas areas cerebrales y la via NF-kappa B estan
implicadas en la consolidacion de las memorias de alivio y miedo en estas tareas. Se
necesitan mas estudios para encontrar los mecanismos de consolidacién especificos que
conducen a estos diferentes resultados comportamentales. Una idea que se propone es que

esta informacion (la valencia del estimulo) se encuentra dentro de la identidad de la
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poblacion de neuronas en cada area involucrada en la consolidacion de memorias de

valencia diferente (Namburi et al., 2015), y no asi del area en si misma.
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Resultados Capitulo Il - NF-kappa B en la

sinapsis

Dada la importancia de NF-kappa B en la memoria, es fundamental estudiar los
mecanismos moleculares mediante los cuales el factor de transcripcidn ejerce su rol en la
consolidacién. En este y otros laboratorios se ha estudiado y se continda estudiando en
detalle los efectos rio abajo de la activacion de NF-kappa B perinuclear. Como se detallé en
la introduccién, la via candnica de NF-kappa B implica la activacion y translocacion al
nucleo del factor de transcripcién y la subsiguiente elevacion en la transcripcion de genes
blanco. Este mecanismo suele implicar al factor de transcripcion que previo a la activacion
se encuentra localizado en el citoplasma perinuclear. Sin embargo ésta no es la Unica
localizacién de NF-kappa B en el sistema nervioso. Desde el descubrimiento de la presencia
de NF-kappa B en las sinapsis se ha especulado acerca de sus posibles funciones a nivel
local. Varias evidencias apuntan a una actividad nuclear del factor de transcripcién sinaptico
ya que se observé que luego de activado en las terminales, viaja retrogradamente hacia el
soma (Wellmann et al., 2001; Meffert et al., 2003). Sin embargo, algunas circunstancias
sugieren también un posible papel local del factor de transcripcion sinaptico. Experimentos
en placa neuromuscular de Drosophila muestran que la presencia de NF-kappa B y su
inhibidor kB, en la post sinapsis, correlaciona con una mayor densidad de receptores
glutamatérgicos. Esta regulacién se da sin afectar la expresion del propio receptor
(Heckscher et al., 2007), indicando que ésta es mediante una via post transcripcional.
Ademas, si la unica funcion de la activacion del factor de transcripcién de localizaciéon

sinaptica fuera viajar al nucleo, se estaria perdiendo la informacién espacial que identifica a
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cada sinapsis involucrada en el proceso de plasticidad. Parece entonces parsimonioso
proponer una funcién de sefializacion sinaptica para el factor de transcripcioén en la propia
terminal en la que se activo.

En este capitulo se explora la localizacién sinaptica de NF-kappa B, su dinamica de
activacion durante la consolidacion de la memoria en ratdén y los posibles mecanismos
moleculares locales de transduccién de sefiales que involucran a NF-kappa B durante éste

proceso mnesico.

a. NF-kappa B esta presente en nucleo, citoplasma
perinuclear, dendritas y sinaptosomas

Inicialmente, se realizé una inmunofluorescencia para detectar los componentes de
la via de NF-kappa B, p65 e IkB a, en hipocampo de ratdn. Se usaron tres anticuerpos
diferentes, uno para IkBa y dos para la subunidad p65 de NF-kappa B, uno de ellos para
p65 total y el otro para p65 con el NLS expuesto (forma activada). La subunidad p65 e IkB
mostraron una distribucion somatica y neuropilar en las dos partes principales del
hipocampo: el giro dentado y el cuerno de Ammon.

La distribucion subcelular de NF-kappa B es evidente en la disposicion celular
compacta de la capa de células piramidales CA1 del hipocampo, y su neuropilo adyacente,
el stratum radiatum (Figura Il.1.A). Esto mismo se evidencia en el giro dentado y CA3.

En CA1, p65 esta presente en el nucleo, el citoplasma perinuclear y las dendritas,
donde se detecta con anticuerpos para la proteina total y la forma de p65 que tiene su NLS
expuesto. La mayor parte de la p65 visualizada estd en estos tres compartimentos
celulares, en proporciones variables para cada célula. IkBa se observa claramente en las
dendritas del stratum radiatum y en el citoplasma perinuclear de las células del stratum

pyramidale, su presencia en el nucleo es casi indetectable en animales naive (Figura Il.I.A).

92



A continuacion se realizé una inmunofluorescencia de sinaptosomas para corroborar
la presencia de NF-kappa B en la sinapsis. Se estudio la correlacion de p65 con la proteina
de andamiaje post-sinaptico PSD95. Se utilizé el coeficiente de Pearsons y de Manders
para medir el grado de relacion entre p65 y PSD95 se pudo confirmar significativamente la
presencia de NF-kappa B en los sinaptosomas (Pearsons p65-PDS95 = 0.51; Pearsons
control = 0.0017; Coeficiencte de Manders, fraccién de p65 solapado con PSD95 M1= 0.61;

fraccion de PSD95 solapado con p65 M2= 0.50) (Figura I1.1.B).
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Figura Il.l. Localizacién y caracterizacion neuronal de NF-kappa B.

A) La inmunofluorescencia de cortes coronales muestra el area CA1 del hipocampo marcada con los
anticuerpos para p65 nls, p65 total e IkBa (izquierda, centro y derecha). Las flechas indican el
citoplasma perinuclear, las puntas de flecha indican la ubicacion en las dendritas y el asterisco indica el
nucleo. Las diferentes capas se marcan para cada panel, stratum oriens (SO), stratum pyramidale
(SP), stratum radiatum (SR), White bar represents 200um. B) Inmunofluorescencia de sinaptosomas
marcados con anticuerpos para p65 y PSD95 (izquierda y centro) y la superposicién de las imagenes
(derecha). En el recuadro se puede ver una ampliacion de la imagen donde se evidencia la
colocalizacion de p65 con PSD95.



b. NF-kappa B en la sinapsis esta presente el
sinaptoplasma y en la membrana

La localizacion subcelular de NF-kappa B observada en los estudios de
inmunofluorescencia se corroboré por los resultados de Western Blot (WB). La presencia
nuclear de p65 e IkBa se detecta claramente, y Lamin B1 confirma el origen del extracto
(Figura IL.II). Se evidencian claramente dos localizaciones de p65 en los sinaptosomas; una
localizacién de p65 soluble encontrado en el contenido sinaptosomal (CS) y otra distinta que
se encuentra fuertemente ligado a las membranas. La proteina p65 se encuentra en el
extracto de membranas tratadas con SDS (SDSm), que también muestran la presencia de
los marcadores de membrana sinaptica PSD95 y la subunidad del receptor de NMDA, NR1.
Casi no se detecta p65 en el extracto de las membranas tratadas con el detergente suave
tritén (ET), no obstante IkB es claramente visible en este extracto (Figura Il.1l). Este patron
de distribucion se encuentra tanto en el hipocampo como en extractos de corteza.

El método de purificacion con gradiente discontinuo de percoll es una etapa de
purificacion adicional en el protocolo de preparacion de sinaptosomas que produce
sinaptosomas mas puros que los sinaptosomas crudos (P2). Los extractos obtenidos de
sinaptosomas crudos (P2) y los de los sinaptosomas purificados muestran una distribucién
similar para p65, IkBa y los marcadores de membrana sinaptica PSD-95 y NR1(Figura IL.11).

En el nucleo y en extractos de contenido sinaptosomal, la actividad de unién a ADN
de NF-kappa B puede ser evidenciada por EMSA (Figura Il.lII). Esto apoya los resultados
vistos en la (Figura Il.I). con el anticuerpo p65 NLS, lo que confirma la presencia de la forma
activada de NF-kappa B en estos mismos sitios. Las fracciones sinaptosomales (CS, ET,

SDSm) se extraen secuencialmente de cada preparacion de sinaptosomas (extractos
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crudos o purificados con percoll) y, por tanto, cada serie de fracciones procede de un animal
diferente.

De esta seccion se pueden resumir los dos siguientes puntos: en primer lugar,
NF-kappa B se encuentra libre en el contenido sinaptosomal y fuertemente ligado a las
membranas sinapticas tanto en el hipocampo y la corteza. En segundo lugar, los extractos
crudos muestran una distribuciéon de proteinas similar a la de los sinaptosomas purificados
percoll, lo que permitid utilizar este protocolo mas rapido para los experimentos destinados

a evaluar la dinamica de NF-kappa B durante la consolidacién de la memoria.
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Figura ILIl. Western blot de fracciones sinaptosomales.

Western blots (WB) de hipocampo (panel izquierdo) y corteza (panel derecho) para extractos de
nucleo (Nuc), contenido sinaptosomal (CS), extracto de Triton (ET) y membranas extraidas con SDS
(mSDS). Estos tres ultimos tanto de preparaciones de sinaptosomas puros (sinaptosomas obtenidos
con gradiete de percoll) y crudos (P2). Los anticuerpos utilizados fueron el componente NF-kappa B
(p65), el inhibidor de NF-kappa B (IkBa), el marcador de densidad post-sinaptica (PSD-95), el
marcador de densidad post-sinaptica (NMDA NR1) y el marcador nuclear (Lamina B1). El subrayado
representa la misma extraccion de tejido. Una ejemplo de EMSAs muestra la presencia de actividad
de NF-kappa B en el nicleo y en el contenido sinaptosomal.




c. La activacion de NF-kappa B sinaptosomal ocurre a un
tiempo distinto que la activacion nuclear

Una vez determinada la presencia de NF-kappa B en los sinaptosomas, y con el
objetivo de comprender un posible rol local, se estudio la dinamica de activacion durante la
consolidacién. Como se describié en el capitulo anterior, se puede utilizar el entorno
contextual de la tarea de evitacion inhibitoria para una tarea apetitiva (U) y una tarea
aversiva (S). Teniendo en cuenta la dinamica de activacion nuclear de NF-kappa B descrita
previamente en el laboratorio (Freudenthal et al., 2005) se disefié este experimento para
estudiar el curso temporal de la activacion sinaptica de NF-kappa B para ambas tareas.

Para evaluar la dinamica de activacion de NF-kappa B en la sinapsis se utilizaron
tres grupos de animales descritos anteriormente S, U y N. Brevemente, los animales S
recibieron una descarga eléctrica cuando entraron en el compartimiento oscuro desde la
plataforma, los animales U no recibieron la descarga eléctrica al entrar al compartimiento
oscuro y por ultimo el grupo N de animales naive.

El extracto de CS del hipocampo se extrajo 5, 15 y 45 minutos después del
entrenamiento y la actividad de unién al ADN fue ensayada por EMSA. Cinco minutos
después del entrenamiento hay un incremento significativo en la actividad de union a ADN
de NF-kappa B en los ratones S (ANOVA F (2, 41) = 3.274; LSD test MS = 10118, df =
41,000; S = 192,5%, n=14, p <0,05, N, n=16) cuando se compara con los ratones N (Figura
ILIILA, panel izquierdo). Se observa una tendencia leve en la misma direccién para los
animales del grupo U, aunque no se ve significancia estadistica (U = 159%, n=14, p=0,22).
No se observo diferencia significativa 15 minutos después del entrenamiento dentro de los
grupos experimentales (Figura ILIIILA, panel central S, n=10, U, n=10, N, n= 10). Existe una

tendencia decreciente para la actividad de unién al ADN de NF-kappa B tanto para ratones
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S como U 45 minutos después del entrenamiento aunque no es estadisticamente
significativa (S= 44,85%, n=5, p=0.137; U= 53,5%, n=5, p=0.133, N, n= 5; Figura ILIIL.A,
panel derecho). Teniendo en cuenta la activacion de NF-kappa B a las 5 minutos en la
sinapsis se estudid este mismo tiempo en extractos nucleares. No se encontraron
diferencias significativas entre grupos en extractos nucleares a las 5 minutos después del
entrenamiento. La Figura IL.IIl.B compara la actividad de unién a ADN de NF-kappa B en
extractos nucleares (5 minutos visto en este trabajo y 15 y 45 minutos publicados en
Freudenthal et al., 2005) y en extractos CS. La activacion sinaptosomal de NF-kappa B
ocurre 5 minutos después del entrenamiento mientras que la activacion nuclear de
NF-kappa B ocurre primero a los 45 minutos después del entrenamiento con una inhibicion
previa a los 15 minutos después del entrenamiento. Esto indica una diferente cinética
temporal de activaciéon de la via de NF-kappa B en estas localizaciones subcelulares; una 5
minutos después del entrenamiento en la sinapsis, visto en este estudio, y otros 45 minutos

después del entrenamiento en el nucleo (Freudenthal et al., 2005).
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Figura ILIIl. Actividad de unién al ADN de NF-kappa B durante la consolidacion.

A) Los gréficos de barras muestran la densidad optica relativa (DOR%) representando la actividad de
union al ADN de NF-kappa B en el contenido sinaptosomal (CS) con respecto a los ratones naive (N) a los
5 (izquierda), 15 (centro) y 45 (derecha) minutos después del entrenamiento. Los recuadros muestran
EMSA representativos para cada momento y grupo. B) Curva temporal de la actividad de NF-kappa B en
contenido sinaptosomal y extractos nucleares (Nuc), con respecto a N. Se muestran medias con error
estandar. * P <0,05.



d. Los componentes de la via de NF-kappa B translocan a
membrana después de un entrenamiento de evitacion
inhibitoria

Con el fin de profundizar en el estudio del rol local de NF-kappa B durante la
consolidacién de la memoria y dada la distribucién de NF-kappa B dentro del sinaptosoma
en dos localizaciones diferentes (libre en el sinaptoplasma y fuertemente unido a
membrana), se realizaron ensayos de WB de las distintas fracciones obtenidas a distintos
tiempos durante la consolidacion de la memoria.

Los cambios en la distribucién de NF-kappa B sinaptico durante la consolidacion de
la memoria se estudiaron mediante anadlisis de WB de extractos sinaptosomas de
hipocampo para los tres grupos (S, U y N). Las cantidades de p65 en CS son
significativamente mas bajas 5 minutos después del entrenamiento para ratones Sy U en
comparacion con los animales N (ANOVA general p <0,001, F (2, 37) = 11.11, df = 37; LSD
test; MS = 486,08, df = 37,000; S = 71,3%, n=13 p <0,01; U = 61,7% n=13, p <0,01; N,
n=14). No se encontraron diferencias entre los grupos para p65 en este extracto alos 15y
45 min después de la adquisicion (Figura Il.IV.A). Hay un aumento significativo de p65 en la
fraccion SDSm 5 minutos después del entrenamiento para ratones S cuando se compara
con el grupo N (ANOVA general p <0,01, F (2, 43) = 12.83; LSD test; MS = 2939,1, df =
43,000; S = 197,6%, n=15, p <0,01; N, n=15). Aunque no es estadisticamente significativa,
se observa una tendencia similar para el grupo U (U = 137,7%, n=15, p=0,06). No se
observé ninguna diferencia entre los grupos en la cantidad de p65 en SDSm a los 15y 45
minutos después de la adquisicion (Figura II.IV.B). La cantidad de IkBa obtenida en ET
aumenta en las muestras de los ratones de los grupos S y U a los 5 minutos después del

entrenamiento (ANOVA general F (2, 42) = 5.297; LSD test; MS = 852,13, df =42,000; S =
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132%, n=15, p <0,05; U = 129%, n=15, p <0,05; N, n=14). A los 15 minutos
post-entrenamiento, IkBa disminuye significativamente en los grupos de ratones Sy U en
comparacion con N (ANOVA general p <0,01, F (2, 27) = 7.912; LSD test; MS = 276,67, df =
27,000; S = 70,5%, n= 10, p <0,01; U = 83%, n=10, p <0,05; N, n=10). A los 45 minutos
luego del entrenamiento no hay diferencia significativa entre grupos para los niveles de IkBa
(Figura II.IV.C). Estos resultados sugieren que NF-kappa B sinaptico es dinamico y cambia

su localizacidn durante la consolidacion, pasando del sinaptoplasma a las membranas.
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Figura ILIV. Dinamica de los componentes de la via de NF-kappa B sinaptosomal durante la
consolidacion de la memoria.

Cantidad de p65 en A) contenido sinaptosomal (CS) y B) membranas tratadas con SDS (mSDS) y C)
IkBa en extractos de tritdon (ET), para animales con choque (S), sin choque (U) y naive (N) 5, 15y 45
minutos después del entrenamiento (izquierda, centro y derecha en consecuencia). Los recuadros
muestran bandas representativas para cada extracto.

Las barras son media con error estandar. * P <0,05.



e. La relacion en membrana de los componentes de
NF-kappa B cambia luego de un entrenamiento

Una manera de evidenciar los cambios ocurridos en la sinapsis durante la
consolidacion es estudiar la relacion entre los componentes de la via del factor de
transcripcién en los tiempos estudiados. La cantidad de p65 asociado a membranas (p65
SDSm) en relacion con la cantidad de p65 soluble (p65 CS) es mayor para los animales S y
U cuando se compara con los ratones N a los 5 minutos después del entrenamiento
(ANOVA general p <0,01, F = 6,05626; S = 259%, n=13, p < 0,01; U = 214%, n=13, p <
0,05; N, n=16) (Figura I.V.A). Esta relacién regresa a niveles similares a los del grupo N a
los 15 minutos después del entrenamiento. Este resultado en el que los grupos S y U tienen
una dinamica similar de NF-kappa B concuerda con los resultados del capitulo anterior
donde ambos grupos establecen memorias asociativas al contexto y también se condicen
con los resultados observados en la Figura IL.lIl y en Freudenthal et al., 2005. La relacion
sugiere que p65 de membrana aumenta a expensas del p65 soluble. La relacion de p65 de
membrana e IkBa obtenida en ET es mayor 15 minutos después del entrenamiento para
ratones S comparado con animales N y existe la misma tendencia para U (ANOVA general
p <0,01, F = 13,9220, S = 182%, n=10, p<0,01; U = 130%, n=10, p=0,06; N, n=10) (Figura
I1.V.B). Esta relacién no es significativamente diferente a los 5 y 45 minutos después del
entrenamiento. Este resultado, sumado a los datos de activacion obtenidos por EMSA,
sugiere que la activacion de NF-kappa B asociado a membrana es diferente de la nuclear
(interpretando la union al ADN como un cambio en p65/IkB) y posterior al cambio observado
en el contenido sinaptosomal.

La dinamica sinaptica de NF-kappa B, diferente a la nuclear, y los cambios de

localizaciéon en la misma observados en los resultados aqui descritos, sugieren que
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NF-kappa B en la sinapsis podria estar cumpliendo un rol local en el que interactuaria con
sitios de anclaje a la membrana sinaptosomal, estos siendo probablemente otras proteinas

sinapticas.
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Figura IL.V. Relacién de p65 anclado con p65 libre y con IkBa en ET durante la consolidacion.
A) Relacion de p65 en las membranas tratadas con SDS (mSDS) sobre p65 en el contenido
sinaptosomal (CS) para los animales con choque (S) y sin choque (U), en relacion con los naive (N),
5, 15y 45 minutos después del entrenamiento. B) Relacion de p65 en las membranas tratadas con
SDS (mSDS) sobre IkB en el extracto de triton (ET) para los animales con choque (S) y sin choque
(U), en relacion con los naive (N), 5, 15 y 45 minutos después del entrenamiento.

Se muestran medias con error estandar. * P <0,05.



f. Un péptido que impide la interaccion de PSD95 con
NMDA impide la consolidacion de la memoria

Teniendo en cuenta los resultados anteriores de la dinamica de NF-kappa B en la
sinapsis durante la consolidacion de la memoria, se volvid un objetivo principal conseguir
una herramienta que permita estudiar el rol local de NF-kappa B en la sinapsis y disociarlo
del rol nuclear. Dados los antecedentes de un posible rol local de NF-kappa B en la sinapsis
involucrando receptores de NMDA (Heckscher et al., 2007) y los antecedentes implicando la
necesidad de este receptor para la activacion de NF-kappa B (Guerrini et al., 1995; Meffert,
2003); NMDA se volvié un blanco para la busqueda de esta herramienta.

Con el objetivo de impedir la transduccion de sefales mediante interacciones
proteina-proteina del receptor de NMDA localmente en la sinapsis sin afectar su actividad
como canal (y por lo tanto sefales eléctricas que puedan llegar al soma luego de su
activacion) se establecié una colaboracion con el Dr. Andrew Mallon de Calista Therapeutics
(USA) quién desarrolla péptidos que interfieren con distintos dominios proteicos. En
particular se utilizaron distintas generaciones de un péptido que impide la union de la
subunidad NR2 del receptor NMDA con la proteina de andamiaje PSD95 mediante sus
sitios PDZ 1y 2 (Figura I1.VI).

Como control se utilizd un péptido que une PDZ 3 y se realizaron todos los
experimentos comportamentales para la puesta a punto de esta herramienta que permitiria
estudiar y dilucidar la funcién local o nuclear de NF-kappa B en los procesos de
consolidaciéon de la memoria . Para todos los experimentos de puesta a punto de ésta
herramienta se utilizé la version aversiva de la tarea comportamental (S) y al grupo Si como

control.
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union entre NMDAR y PSD95 Tratamiento con un agente que perturba
las interaciones de PSD95

'NR2

cascada de senalizacidon molecular de PSD95
interrumpida

Figura IL.VI. Mecanismo de accion del péptido

Figura adaptada de “Emerging mechanisms of disrupted cellular signaling in brain ischemia” Michael
Tymianski, Nature Neuroscience. 2011. El péptido se une a PDZ 1 y 2; Interfiriendo con las interacciones
protéicas de PSD95 mediante estos dominios. En particular el bloqueo de estos dominios causa una
interferencia con la subunidad NR2 del receptor de NMDA. Los péptidos fueron disefados y sintetizados
sobre la base de un fundamento bioquimico.



i. Estudio de toxicidad del péptido

Se realizaron experimentos con inyecciones intra-venosas e intra-hipocampales para
evaluar la toxicidad de los péptidos en ratén. Para determinar si los péptidos poseen efectos
téxicos se observd a los animales a distintos tiempos luego de la administracion de los
péptidos. En particularidad se prestd especial atencion a ciertos comportamientos
estereotipados que han sido descritos como sintomas de toxicidad (Malley et al., 2000). En
especial el efecto “head turning” donde los animales ladean la cabeza de lado a lado
repetidamente y a los eventos de acicalamiento (grooming). En primer lugar se realizaron
inyecciones intra-venosas en ratén con dos dosis distintas del péptido PDZ1&2 (5y 10 uM)
y vehiculo. Se observd a los ratones durante 5 minutos en una arena experimental con
viruta a distintos tiempos luego de la inyeccion (0, 1 y 18 hs). No hubo eventos de “head
turning” y tampoco existieron diferencias significativas en el tiempo en el que los animales
ocupaban acicalandose o en el numero de eventos de acicalamiento para las dosis
evaluadas en todos los tiempos observados en comparacion con el grupo vehiculo (n=3 por
grupo, Figura Il.VII.A'y B).

A continuacion se inyecté el péptido PDZ1&2 y el péptido control PDZ3 en el
hipocampo de animales canulados bilateralmente en el hipocampo. La dosis de 10
nmoles/ratén inyectada fue sacada de bibliografia (Leblanc et al 2010). Ninguno de los dos
péptidos provocé eventos de “head turning”. A su vez no hubo diferencias significativas en
el tiempo de acicalamiento o el nimero de eventos de acicalamiento entre grupos en
ninguna de las sesiones de evaluacion (n=3 por grupo, Figura Il.VII.C y D). De esta manera

se decidié continuar con esta dosis de los péptidos para los estudios siguientes.
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ii. El péptido no es analgésico cuando se inyecta en hipocampo

Teniendo en cuenta que: a) Los antecedentes de estudios con el péptido PDZ1&2
donde se inyectd el péptido intra-tecalmente, mostraron que el péptido fue capaz de
producir analgesia en las extremidades (Leblanc et al 2010), y que b) el protocolo de
aprendizaje utilizado en los experimentos de éste trabajo de tesis requiere que los animales
sientan un choque eléctrico en las extremidades; se quiso evaluar la nocicepcion en
animales inyectados con los péptidos intra-hipocampalmente. Con este fin se utilizo el
protocolo de plancha caliente donde se coloca a los animales en una plancha a 56 °C, 30
minutos después de la inyeccion de los péptidos y se mide la latencia de los animales a
lamer su extremidad anterior. Se inyecté a los animales canulados bilateralmente en el
hipocampo con el péptido PDZ1&2 (dosis 10 nmoles/ratén), el péptido control PDZ3 (dosis
10 nmoles/ratén) y solucion salina (vehiculo). No se observaron diferencias significativas en
la latencia de los animales a lamer su extremidad anterior entre los grupos (Figura I.VII.E).
Estos resultados sugieren que la inyeccién intra-hipocampal de los péptidos en esta dosis
no produce analgesia en las extremidades, lo cual permitié el uso de la tarea asociativa
contextual aversiva (con choque eléctrico, S) para los estudios del efecto del péptido en la

consolidaciéon de la memoria.
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Figura ILVII. Los péptidos no muestran signos
de toxicidad ni tienen efecto analgésico
cuando se inyecta en el hipocampo.

El aseo se evalud en diferentes momentos después
de la inyeccion como un efecto secundario
observado previamente por otros fabricantes de
farmacos. Se contabilizé el tiempo de acicalado (%
en 5 minutos) y los eventos de acicalado (numero
de eventos). Ay B) El péptido PDZ1&2 no mostré
signos de toxicidad a ninguna de las dos dosis
probadas (5 pM o 10 uM). C y D) PDZ1&2 vy el
péptido de control PDZ3 no mostraron signos
evidentes de toxicidad cuando se inyectaron en el
hipocampo. E) Latencia para lamer la pata en una
placa caliente. El péptido PDZ1&2 y el péptido de
control PDZ3 no mostraron efecto analgésico
cuando se inyectaron en el hipocampo. Las barras
representan medias con error estandar.



iii. El péptido afecta la consolidacion de la memoria

Como se pretende estudiar el efecto de estos péptidos en la activacion tanto nuclear
como sinaptosomal de NF-kappa B y de esta manera poder profundizar el estudio del rol de
NF-kappa B sinaptico, se realizaron los experimentos comportamentales para evaluar el
efecto de los péptidos sobre la consolidacién de la memoria. Dado que para medir la
activacion de NF-kappa B se deben hacer extractos a distintos tiempos luego del
entrenamiento (5 minutos para sinapsis y 45 minutos para nucleo) es necesario poder
inyectar los péptidos antes del entrenamiento. Por este motivo en el primero de estos
experimentos se inyecto a los ratones canulados bilateralmente en el hipocampo 30 minutos
antes del experimento con vehiculo, péptido PDZ1&2 y péptido PDZ3. Los animales cuyas
inyecciones no alcanzaron el hipocampo se descartaron del analisis. Se utilizé la tarea
contextual aversiva (S) y como control comportamental se utilizé al grupo de animales que
recibe el choque eléctrico pero sin asociacién al contexto (Si). Estos animales presentan
latencias de entrada al compartimiento oscuro comparables a las de un animal naive. Se
utilizaron, por lo tanto, cuatro grupos experimentales, grupo Si inyectado con vehiculo (Si
Veh), grupo S inyectado con vehiculo (S Veh), grupo S inyectado con el péptido PDZ1&2 (S
PDZ1&2) y el grupo S inyectado con el péptido PDZ3 (S PDZ3). Se observaron latencias de
entrada significativamente mas altas en el grupo S Veh en comparacién con el grupo Si Veh
indicando retencion de la tarea (Mann-Whitney U=0,0, p <0,01; Mediana Si Veh = 14 s, n=5;
Mediana S Veh = 300 s, n=8). A su vez, el grupo S PDZ1&2 mostro latencias de entrada
significativamente mas cortas que el grupo S Veh (Mann-Whitney U=0,0, p <0,01, Mediana
S PDZ1&2 = 59,5 s, n=11; Mediana S Veh = 300 s, n=8) y que el grupo S PDZ3
(Mann-Whitney U=0,0, p <0,01; Mediana S PDZ1&2 = 59,5 s, n=11; Mediana S PDZ3 = 300
s, n=12). No hubo diferencias significativas en las latencias entre el grupo S Veh y el grupo

S PDZ3 (Figura I1.VIII.A). Estos resultados permiten concluir que la interferencia del PDZ1 y
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el PDZ2 de PSD95 produce un deterioro en la retencion cuando el péptido es administrado
30 minutos antes del entrenamiento.

Sin embargo este resultado no permite asegurar que no se vea afectada también la
adquisicion de la tarea. Por este motivo y para determinar que el efecto de la interferencia
de los PDZ1 y PDZ2 de PSD95 sea sobre la consolidacion de la memoria se evalué el
efecto de los péptidos al inyectar intra-hipocampalmente inmediatamente después del
entrenamiento. Se utilizaron los mismos grupos experimentales que para el experimento
anterior y nuevamente se observo el efecto amnésico del péptido PDZ1&2. Se evidencié
retencion el el grupo S Veh comparado con el grupo Si Veh dadas las latencias de entrada
significativamente mayores del primer grupo durante la evaluacion (Mann-Whitney U=0,0, p
<0,01, Mediana Si Veh = 15,5 s, n=6 Mediana S Veh = 300 s, n=7). Del mismo modo que en
el experimento anterior se vio que el grupo S PDZ1&2 mostro latencias de entrada menores
que los grupos S Veh (Mann-Whitney U=0,0, p <0,01, Mediana S PDZ1&2 = 108,5 s, n=6;
Mediana S Veh = 300 s, n=7) y S PDZ3 (Mann-Whitney U=0,0, p <0,01, Mediana S PDZ1&2
= 108,5 s, n=6; Mediana S PDZ3 = 300 s, n=6); y que este ultimo no mostré diferencias
significativas en las latencias de entrada con el grupo S Veh (Figura I.VIII.B). Estos
resultados sugieren que el péptido que interfiere con los PDZ1 y PDZ2 de PSD95 ocasiona
un efecto amnésico cuando es administrado inmediatamente después de un entrenamiento,
indicando que el efecto no es sobre la adquisicion.

Por ultimo, para demostrar que el efecto observado se debe a una disrupcion del
proceso de consolidacién, se administraron los péptidos fuera de la ventana de
consolidacion, mostrando que lo observado no se debia a un efecto generalizado en el
hipocampo. Para esto se inyectd a los ratones canulados bilateralmente en el hipocampo
con los péptidos a las 6 horas de terminado el entrenamiento. Resultados previos estiman
que mas alla de este tiempo se encuentra por fuera de la ventana temporal de la

consolidacién (Freudenthal et al. 2005). Utilizando los mismos grupos descriptos en el
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experimento anterior pero retrasando la administracion del péptido 6 h luego de haberse
entrenado a los sujetos experimentales, se observa que la droga no afecta el desempefio de
los mismos. Existen diferencias significativas en las latencias de entrada al compartimiento
oscuro entre los grupos Si Veh y S Veh que demuestran la retencién de la tarea
(Mann-Whitney U=0,0, p <0,01, Mediana Si Veh = 14 s, n=7; Mediana S Veh = 300 s, n=8)
pero no hay diferencias significativas entre los grupos S Veh, S PDZ1&2 y S PDZ3 (Figura
[LVII.C).

Todos estos resultados sugieren que la disrupcion de la interaccion de NMDA con
PSD95 durante la consolidacion de la memoria mediante el uso de un péptido especifico

dirigido a los PDZ1 y PDZ2 produce un deterioro en la retencién.

iv. El péptido no causa un dafio permanente en el hipocampo

Por ultimo fue importante determinar que el efecto del péptido en la consolidacion
sea un efecto reversible y no un deterioro del hipocampo que no permita la formacion de
nuevas memorias. Por este motivo se tomd a los grupos de animales inyectados 30 minutos
antes del entrenamiento y luego de la sesidn de evaluacion se los expuso a un tablero con
agujeros. Se contabiliza el numero de hociqueos dentro de los agujeros durante esta
primera exposicién y 24 horas mas tarde se los re-expone al tablero con agujeros y se
vuelve a medir el numero de hociqueos. Por la tendencia natural de los roedores a explorar
ambientes nuevos se determina que un menor numero de hociqueos indica una retencién
del contexto al que fueron expuestos previamente. Se observd que todos los grupos
mostraron un numero de hociqueos menor durante la reexposicion (Prueba de t pareada
t=2.395 df=23, p<0.05) y no hubo diferencias entre grupos, indicando que todos los grupos
retuvieron el contexto al que fueron expuestos el dia anterior (Figura I.VIII.D). Esto permite

decir que el efecto del péptido PDZ1&2 en el hipocampo sobre la consolidaciéon de la
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memoria es un efecto reversible que no impide la formacién y retencién de futuras

memorias contextuales.
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Figura ILVIII. El péptido PDZ1&2 afecta la consolidacion de la memoria cuando se inyecta en el

hipocampo.

Se muestran las latencias de entrada durante la sesiéon de evaluacion. A) El péptido que interfiere con
PDZ 1y 2 impide la consolidacion de la memoria cuando se inyecta 30 minutos antes del entrenamiento.
B) El péptido que interfiere con PDZ 1 & 2 impide la consolidacion de la memoria cuando se inyecta
inmediatamente después del entrenamiento. C) El péptido no tiene efecto cuando se inyecta 6 horas
después del entrenamiento (fuera de la ventana de consolidacion). Se muestran medianas con rango
intercuartil. P<0.05. D) No se observo efecto permanente del péptido. Los animales de (A) se expusieron
a la tarea de exploracion de agujeros y el numero de hociqueos durante el entrenamiento y la sesion de
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v. La canulacion enmascara la activacion nuclear y sinaptica de NF-kappa B

durante la consolidacion

A continuacién se propuso estudiar el efecto del péptido en la activacion de
NF-kappa B nuclear y sinaptica luego de un entrenamiento. Con este fin se utilizaron los
mismos grupos que para los experimentos comportamentales y un grupo de animales naive
(N). Se canulé a todos los animales bilateralmente en el hipocampo 4-5 dias previo al
entrenamiento, incluyendo a los animales N. Todos los animales fueron inyectados 30
minutos antes del entrenamiento ya sea con los péptidos (grupos S PDZ1&2 y S PDZ3) o
con vehiculo (grupos S Veh, Si Veh, N Veh). Los animales que se utilizaron para extracto
nuclear fueron sacrificados 45 minutos luego del entrenamiento. Los animales que se
utilizaron para extractos sinaptosomales fueron sacrificados 5 minutos luego del
entrenamiento. Se evalué la activacion de NF-kappa B mediante EMSA para ambos
experimentos (nuclear y sinaptosomal). No se encontraron diferencias significativas entre
grupos en ninguno de los experimentos (Figura II.IX.A). De hecho no se evidencié en
ninguno de los dos experimentos, ni a los 5 minutos en sinapsis ni a los 45 minutos en el
nucleo, la activacion de NF-kappa B en el grupo S Veh en comparacion al Si Veh o N Veh.
Este resultado no se condice con los resultados obtenidos previamente en el laboratorio y
en este trabajo. Por este motivo se especulé que la cirugia de canulacién podria estar
teniendo un efecto inflamatorio que active exacerbadamente a NF-kappa B; cuyo papel en
la respuesta inflamatoria ha sido ampliamente reportado. Esta respuesta inflamatoria podria
estar enmascarando la activacién de NF-kappa B dada por el aprendizaje de la tarea. Por lo
tanto pareciera que no se puede evaluar el efecto del péptido PDZ1&2 en la activacion de

NF-kappa B durante la consolidacion de la memoria utilizando esta técnica.
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vi. El péptido no tiene efecto comportamental cuando es inyectado

intra-peritonealmente

Dado que la inyeccién intra-hipocampal con cirugia de canulacion genera esta
respuesta inflamatoria que enmascara cualquier posible activacion de NF-kappa B se buscé
una manera de administrar el péptido sin provocar esta respuesta. Se inyectd una dosis de
1 umol/ratén intra-peritonealmente inmediatamente post-entrenamiento de PDZ1&2, PDZ3 o
Vehiculo y se estudi6 el efecto en la consolidacion. Se evidencio la retencion de la tarea por
las mayores latencias del grupo S Veh en comparacién con el grupo Si Veh (Mann-Whitney
U=0,0, p <0,01, Mediana Si Veh = 13,5 s, n=8; Mediana S Veh = 300 s, n=8). No se observo
un efecto en la consolidacion de la memoria cuando los péptidos son inyectados
intra-peritonealmente en esta dosis (Figura I1.IX.B). Dado este resultado, no se prosiguié
con el estudio del efecto estos péptidos en la activacién de NF-kappa B durante la
consolidacion de la memoria. No se ha encontrado una forma de administrar el
péptido/vehiculo que tenga efecto comportamental y no genere una activacién exacerbada
de NF-kappa B (que por lo tanto enmascara cualquier posible efecto del péptido). Por lo
tanto no se ha podido corroborar aun que el efecto del péptido sobre la consolidacién de la
memoria esté relacionado con la disrupcién de la activacion de NF-kappa B sinaptico a nivel
local.

Aunque no se ha podido utilizar esta herramienta aun para profundizar el estudio del
rol de NF-kappa B en la sinapsis, este trabajo provee importantes antecedentes para otras
lineas del laboratorio que continlan este estudio. En particular se estan estudiando los
cambios en la acetilacion de proteinas sinapticas. A su vez, estos resultados abren el
camino para el estudio de la necesidad de la interaccion entre PDS95 y NMDAR durante la

consolidacion de la memoria.
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Figura ILIX. Efecto de los péptidos sobre la activacion de NMDA y exploraciéon de una via alternativa
de administracion.

A) Densidad optica relativa (DOR%) de EMSAs mostrando los niveles de activacion de NF-kappa B en el
nucleo 45 minutos luego de un entrenamiento para todos los grupos (panel izquierdo) y en el contenido
sinaptosomal 5 minutos luego de un entrenamiento (panel derecho). Las barras muestran media con error
estandar. No se observaron diferencias significativas entre grupos. B) Latencias de entrada al compartimiento
oscuro durante una sesion de evaluacién de animales inyectados con los péptidos o vehiculo inmediatamente
luego del entrenamiento. Las barras muestras medianas con rango intercuartil. * P<0.05.



Discusion Capitulo Il - NF-kappa B en la

sinapsis

a. Localizacion de NF-kappa B

La presencia de proteinas p65 e IkBa es indicadora de la existencia de una via
funcional de NF-kappa B. En el hipocampo es posible localizar estas proteinas tanto en los
somas neuronales como en los neuropilos adyacentes del hipocampo, es decir, en la capa
piramidal y estrato radiatum. Esta localizacién sugiere no solo su distribucion dicotomica
clasica entre el nucleo y el citoplasma peri-nuclear, sino que también muestra una fuerte
presencia neuropilar (Figura Il.1). Esta localizacion subcelular se ha informado previamente
en varios modelos animales como rata, ratdén, cangrejo y mosca. (Boersma et al., 2011,
Freudenthal y Romano, 2000, Heckscher et al., 2007, Kaltschmidt et al., 1993, Meberg et
al., 1996, Suzuki et al., 1998). En este trabajo se encontrd una distribucion similar en el
hipocampo de ratones y se estudid en detalle esta localizacion sinaptica. Con este fin se
hicieron inmunofluorescencias de sinaptosomas y vié una correlacion positiva de
colocalizacion entre p65 y una proteina de andamiaje post-sinaptico. A su vez se estudiaron
extractos secuenciales de sinaptosomas para determinar aun mas precisamente la
localizaciéon de estas proteinas.

En este trabajo se describen dos localizaciones sindpticas diferenciables de
NF-kappa B. La primera es una fraccion del factor de transcripcion que se encuentra libre en
el sinaptoplasma (extracto CS) y la segunda es una fraccién que se encuentra en las
membranas sinaptosomales (extracto mSDS). Ambas fracciones poseen los componentes

de la via p65 e IkBa, pero en la fraccion membrana p65 sélo se extrae con SDS al 1%
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(detergente anidnico fuerte), mientras que IKB se puede extraer de la membrana con tritén
al 1% (detergente no i6nico suave). Esto implicaria una unién mas fuerte de la subunidad
p65 a membrana que del inhibidor IkB. La identidad de las fracciones fue corroborada por la
presencia de otras proteinas de localizacion conocida como NMDA y PSD95. Algunos
informes sugieren esta asociacién particular para p65 e IkBa en neuronas en cultivo
(Heckscher et al., 2007; Schmeisser et al., 2012; Suzuki et al., 1997). Sin embargo, esta es
la primera vez que se describen estas fracciones en el hipocampo del ratén. La subunidad
p65 tiene la capacidad de interactuar con los dominios PDZ de la proteina de membrana
X11L en las neuronas que sugieren un posible objetivo de anclaje a la membrana (Tomita et
al., 2000).

Los extractos sinaptosomales puros y crudos demostraron tener un patrén de
localizacién de proteinas sinapticas muy similar y por lo tanto se eligié el protocolo mas

corto para los siguientes estudios de dinamica y activacion.

b. Dinamica de NF-kappa B en la sinapsis

En el sistema nervioso se ha reportado que NF-kappa B tiene un nivel basal de
activacion en las neuronas cultivadas (Kaltschmidt et al., 1994). Los resultados del presente
trabajo muestran la activacion sinaptica de NF-kappa B durante la consolidacion. La
localizacion de esta via en la sinapsis apoya la idea de que este factor de transcripciéon
desempefa un papel local y especifico en la plasticidad y la memoria.

NF-kappa B se activa en el nucleo 45 minutos después del entrenamiento después
de una inhibicién previa a los 15 minutos post-entrenamiento (Freudenthal et al., 2005). La
activacion en el contenido sinaptosomal después de una sesién de entrenamiento, ocurre a
los 5 minutos (Figura Il.1ll). Para el contenido sinaptosomal vemos que los animales S y U
muestran el mismo patrén de activacion. Esto esta de acuerdo con lo observado para la

activacion nuclear.
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Curiosamente, las dos fracciones de NF-kappa B (anclado en membrana y libre en
sinaptoplasma) no son estaticos, sino dinamicos, es decir la cantidad de los componentes
de la via del factor de transcripcion pueden variar en cantidad en una u otra fraccién. En
particular se vid que la cantidad de NF-kappa B en estos sitios varia durante la
consolidacién (Figura II.IV). Especificamente, 5 minutos después del entrenamiento hay un
aumento en la cantidad de p65 asociado a membrana a expensas de la fraccidn libre. Esto
se evidencia claramente en la Figura I.V.A donde se ve que la relacién p65 mSDS / p65 SC
para ambos grupos S y U muestra un notable aumento en relacion con el grupo N en este
tiempo. La relacion p65 mSDS / p65 SC permanece sin cambios entre los grupos alos 15y
45 minutos después del entrenamiento, implicando una pequeifa ventana temporal donde
NF-kappa B cambia su localizacion. Esta breve ventana de estrecha interaccién con las
membranas sinapticas postula la posibilidad de un papel de sefalizacion para los cambios
locales durante la consolidacion.

Por otra parte, cabe destacar la presencia de IkBa en las membranas de los
sinaptosomas. No todo IkBa esta tan fuertemente unido a membranas como p65, dado que
una parte puede ser desprendida con tritbn 1% en el extracto ET (Figura 1.V.B). Sin
embargo, su papel en la sinapsis puede ser central en la regulacién de la actividad de
NF-kappa B. La cantidad de IkBa en las membranas aumenta junto con p65, lo que sugiere
que en este momento el factor de transcripcidn se asocia a las membranas unido a su
inhibidor (Figura II.IV.C). Es sélo a los 15 minutos post-entrenamiento que la cantidad de
IkBa disminuye en las membranas (ET) y en relacién con la cantidad de p65 mSDS. Esto
podria indicar que NF-kappa B transloca a las membranas a través de la actividad sinaptica
relacionada con el entrenamiento, pero asociado a su inhibidor. Al mismo tiempo, la reserva
de NF-kappa B sinaptico que no se transloca a la membrana, se libera de IkBa y puede
estar implicada en la activacion o reclutamiento de otras proteinas in-situ, o puede

prepararse para el transporte retrogrado al nucleo. Posteriormente, 15 minutos después del
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entrenamiento en las membranas, la relacion p65/IkBa aumenta respecto a N animales, lo
que implica una activacion de NF-kappa B en membrana (Figura 11.V.B).

Las consecuencias de la dinamica de este factor de transcripcion probablemente
implican el etiquetado y la preparacion de la sinapsis para la remodelacién y los cambios de
plasticidad sinaptica, actuando en el proceso de consolidacion de la memoria. Teniendo
esto en cuenta, se plantea la hipotesis de que durante este periodo de anclaje se altera el
equilibrio de las modificaciones postraduccionales de las proteinas sinapticas. En el nucleo,
una forma en la que NF-kappa B es capaz de inducir modificaciones post-traduccionales de
las proteinas es reclutando acetiltranferasas (Zhong et al., 1998). La acetiltransferasa ARD1
esta presente en las dendritas, regulando su desarrollo (Ohkawa et al., 2008). ARD1 es
capaz de asociarse con p65 (Xu et al., 2012). Tal interaccion podria ser la clave para el rol
local de NF-kappa B en la sinapsis durante la consolidacién de la memoria. Sin embargo se
ha informado que los cambios de plasticidad sinaptica que requieren NF-kappa B no
ocurren cuando los dominios de transactivacion y de union al ADN fueron mutados
(Boersma et al., 2011). Esto podria sugerir que los cambios sinapticos dependientes de
NF-kappa B precisan la funcion nuclear del factor de transcripcion. Una interpretacion
alternativa es que la funcion local de NF-kappa B depende de su capacidad de interactuar
con otras moléculas distintas del ADN y que esta interaccion con sustratos sinapticos se ve
afectada cuando los dominios de transactivacion y unién al ADN se encuentran alterados
(Huxford et al., 1998 y Malek et al. , 1998). Los datos presentados en este trabajo proveen
un buen punto de partida para continuar con la investigacion de esta hipotesis acerca del rol
local sinaptico de NF-kappa B. Con este objetivo se plantedé la busqueda de una
herramienta que permita el estudio del rol de NF-kappa B sinaptico desligado del clasico rol

a nivel nuclear.
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c. La busqueda de una herramienta para estudiar el rol
sinaptico de NF-kappa B

El estudio del rol local de NF-kappa B en la sinapsis se ve entorpecido por la
incapacidad de poder distinguir los efectos correspondientes a el rol nuclear y el rol
sinaptico del factor de transcripcion. Por este motivo se comenzé con la busqueda de una
herramienta que permitiera esta distincién. En particular se eligi6 como blanco la interaccion
de PSD95 con la subunidad NR2 del receptor de NMDA ya que se ha reportado que la
actividad de NMDA es necesaria para la activacion de NF-kappa B (Guerrini et al., 1995). La
idea de disrumpir esta interaccién tuvo como base légica por un lado permitir que el receptor
de NMDA actuando como canal de lugar a la sefial eléctrica que se propague al soma y por
lo tanto active las cascada de sefalizacién que permitan la actividad NF-kappa B
peri-nuclear; y por otro lado impedir la transducciéon de sefiales locales en la sinapsis
debidas a interacciones proteina-proteina del receptor de NMDA. Se especula que la
interaccion con otras proteinas sinapticas seria la via preferencial de accién de NF-kappa B
en este sitio.

Dado que p65 puede interactuar con los dominios PDZ de la proteina de membrana
X11L (Tomita et al., 2000) confiriéndole un posible medio de anclaje a la membrana; se
conjetura que el uso de péptidos dirigidos a este tipo de dominios podria ser otro
mecanismo para impedir la actividad y el rol local de NF-kappa B.

Los péptidos usados no muestran signos de toxicidad y/o efectos secundarios tales
como un acicalado excesivo ni sacudidas de la cabeza. Ademas, los péptidos no muestran
ningun signo de analgesia cuando se inyectan en el hipocampo (Figura IL.VII). En este
trabajo se explora como este péptido que interfiere con la PDZ 1 y 2 de PSD95 en el

hipocampo impide la consolidacion de la memoria, solo cuando es inyectado pre o post
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training, es decir cuando el péptido puede actuar en la ventana de consolidacion, pero no
cuando se inyectan fuera de la ventana de consolidacion. Es interesante remarcar que al
interferir con el PDZ 3 de PSD95 no se ven estos efectos negativos en la consolidacién de
la memoria (Figura Il.VIIl). Estos resultados proveen la primera evidencia de que la
interaccion de PSD95 con la subunidad NR2 del receptor de NMDA es necesaria para la
consolidacién de la memoria de evitacion inhibitoria en raton. Es interesante discutir que se
ha reportado que inhibidores de la interaccidén proteina-proteina entre PSD95 y nNOS no
tienen efecto amnésico en memoria espacial y un modelo de memoria de origen en ratas
(Smith et al., 2016). Esto apunta a descartar la posibilidad de que el efecto observado en el
presente trabajo se deba a una disrupcion en la via de nNOS y abre la puerta a considerar

que el efecto esta dado sobre otra via como podria ser la de NF-kappa B.

Dados los resultados discutidos anteriormente se intentd explorar los niveles de
activacion de NF-kappa B en el nucleo y en la sinapsis bajo el efecto de los péptidos
durante la consolidacion de una memoria aversiva. Sin embargo, al estudiar los niveles de
activacion de NF-kappa B en extractos nucleares y de contenido sinaptosomal no se
pudieron evidenciar cambios. En particular fue sorprendente no ver una activacion para el
grupo entrenado tratado con vehiculo en ninguno de los dos extractos (nuclear y de
contenido sinaptosomal), ya que esta activaciéon en los animales entrenados, en estos
extractos y a estos tiempos se observé de forma fiable en repetidas ocasiones anteriores
(Figura II.IX). La unica diferencia entre estos experimentos y las ocasiones anteriores en las
que se habia evidenciado la activacion fue la presencia de las canulas implantadas
quirirgicamente en el hipocampo de los ratones. Como se elaboré anteriormente en la
introduccion, NF-kappa B tiene un importante rol en la respuesta inflamatoria del cerebro
(Kopitar-Jerala et al., 2015, Kolmus et al. 2015). Las cirugias y el propio implante de las
canulas posiblemente genere una respuesta inflamatoria exacerbada en el area. En

particular existe una importante la respuesta de la glia frente a dafios en el tejido (Guido
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Stoll et al. 2003). Dado que para las mediciones de la actividad de NF-kappa B se utiliza
todo el tejido del hipocampo se piensa que esta respuesta podria estar enmascarando
cualquier activacion de NF-kappa B debida el entrenamiento en las neuronas piramidales de

esta estructura.

Con la idea de encontrar una manera de administrar los péptidos sin generar esta
activacion de NF-kappa B debida a la inflamacién, se probd inyectar los péptidos de manera
intra-peritoneal. Se sabe que los péptidos son altamente permeables con lo cual se espera
que puedan atravesar la barrera hematoencefalica sin problemas. Se evalud el efecto a
nivel comportamental en la retencién de los animales inyectados inmediatamente luego del
entrenamiento con dichos péptidos y se vié que con este método de administracién no se
evidencié un impedimento en la consolidacion por parte del péptido PDZ1&2 como se veia
con la inyeccion intra-hipocampal (Figura 11.1X). Esto puede deberse a diversos motivos,
principalmente se puede suponer que la dosis usada para la inyeccion intra-peritoneal
(1umol/ratén, 100 veces mas que la inyeccion intra-hipocampal) no fue suficiente para
provocar un impedimento en la consolidacion de la memoria. El uso de dosis mas alta
podria tener un efecto analgésico y/o toxico sobre el animal. Al no encontrar diferencias
comportamentales con las inyecciones intra-peritoneales se descarté la posibilidad de
evaluar los niveles de activacion de NF-kappa B con este método de inyeccién. Por otro
lado se evalud la posibilidad de realizar inyecciones intra-venosas del péptido como en los
experimentos de toxicidad pero el protocolo de estas inyecciones es técnicamente
complicado, lo que aporta variabilidad al momento de inyeccion entre animal y animal y
ademas genera alto estrés en los animales, interfiriendo de esta manera con los protocolos
de aprendizaje. Por estos motivos se consider6 que este método para administrar el péptido

no era el ideal.

Futuros estudios son necesarios para encontrar la forma de administracion y dosis

adecuada de los péptidos que generen un impedimento en la memoria y a su vez permitan
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evidenciar la activacion de NF-kappa B debida al aprendizaje. Aunque aun no se haya
encontrado una manera de administrar los péptidos que permita el estudio a nivel molecular
de la activacion de NF-kappa B, se cree que estos péptidos pueden resultar ser una
herramienta muy util para inhibir mecanismos moleculares sinapticos relacionados con la

proteina PSD95.
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Conclusiones Generales

Existen evidencias que sugieren una participacion critica del NF-kappa B en la
plasticidad neuronal y la memoria. La importancia de este factor de transcripciéon ha sido
ampliamente reportado, particularmente en referencia a la expresion de proteinas
involucradas en el almacenamiento de memoria constituyendo un mecanismo conservado

evolutivamente (Kaltschmidt y Kaltschmidt, 2009b, Romano et al., 2006).

El presente trabajo de tesis provee novedosas y valiosas evidencias que sugieren
una participacion determinante de NF-kappa B en la consolidacién de memorias apetitivas y
aversivas en raton. Se caracterizan dos tareas con respuestas comportamentales distintas
durante la sesion de evaluacion, mientras que durante el entrenamiento los animales
experimentan un mismo contexto y efectian un mismo comportamiento (pero obtienen
informacion de valencia opuesta). Dicha caracterizacion fortalece un modelo para el estudio
de los procesos que subyacen a la consolidacion de dichas memorias. Se proponen estas
tareas que requieren solo un ensayo de entrenamiento como modelos funcionales para
tales estudios. En esta tesis se describe por primera vez la implicacion de la via NF-kappa B
en la consolidacion de memoria apetitiva y aversiva en el hipocampo, amigdala y nucleo

accumbens.

El hipocampo esta involucrado en el procesamiento de la informacién contextual y
espacial implicada en el condicionamiento contextual, pero no esta involucrado en la
representacion de choque eléctrico (Sanders et al., 2003). Por lo tanto, ambos grupos de
animales pueden tener activacion de NF-kappa B debido al aprendizaje del contexto en el
que estan entrenados. Es interesante notar que en el hipocampo de animales de ambos

grupos entrenados se encuentra una activacion nuclear de NF-kappa B a los 45 minutos
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post-entrenamiento y también, una activacion sinaptica de NF-kappa B a los 5 minutos
post-entrenamiento. A su vez, la dinamica de los componentes de la via de NF-kappa B en
la sinapsis (localizacion en membrana o en contenido sinaptosomal a distintos tiempos
luego del entrenamiento) es la misma para los dos grupos S y U. Los animales S pueden
asociar este contexto a un estimulo aversivo (el choque eléctrico), mientras que los
animales U pueden asociar el contexto a un estimulo apetitivo (el compartimiento oscuro en
el cual pueden esconderse). En ambos casos hay procesos mnésicos evocados al colocar
al animal en la plataforma durante la sesién de evaluacion. Se conjetura que en el
hipocampo la activacion nuclear y sinaptica de NF-kappa B y su dinamica en esta ultima
localizacién esta involucrada en el almacenamiento de rasgos contextuales y espaciales, y
no en la relacién con la valencia del estimulo. La naturaleza aversiva o apetitiva del estimulo
puede ser procesada en otras areas cerebrales como el nucleo accumbens y la amigdala
(Fanselow y Gale, 2003). En este trabajo de tesis se confirma la necesidad de estas areas
para la consolidacién de memorias tanto apetitivas como aversivas. Mas interesante aun es
la participacién de la via de NF-kappa B en dichas areas para la correcta consolidacion de

la memoria, ya sean apetitivas o aversivas.

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que NF-kappa B puede tener
un papel sinaptico local durante la consolidacién. También muestran la primera evidencia de
una localizacién para NF-kappa B ligado a las membranas de los sinaptosomas del
hipocampo de ratén y su dinamica durante la consolidacién. Ademas se investiga una nueva
herramienta para el estudio de dicho rol y abren nuevas lineas para continuar dilucidando
los mecanismos moleculares involucrados en la consolidacién de la memoria. Como se
detall6 en la introduccién, tanto el hipocampo, como la amigdala y el nucleo accumbens
dependen de la activacion de los receptores de glutamato tipo NMDA para su correcto
funcionamiento en la memoria. Esto daria sustento a la idea de que la via de NF-kappa B

esta estrechamente relacionada con la activacion de estos receptores. Por lo tanto la
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manipulacién de la cascada de sefalizacién de los mismos, utilizando los péptidos que
interfieren con los PDZ de PSD95, constituye un blanco de interés en la continuacion y
profundizacion del estudio del rol de NF-kappa B en estas areas, en memorias apetitivas

como aversivas.

Todos los datos presentados en este trabajo establecen una base importante para
en el futuro contestar diversas preguntas. En particular algunas de las preguntas que se
abrieron a partir del presente trabajo son: ;cémo y donde se almacena la informacioén que
confiere la valencia de una memoria y da lugar a posteriori a un determinado
comportamiento ? ;cual es el rol local de NF-kappa B en la sinapsis y cuales son las
proteinas con las que interactua? ¢Qué papel tiene la proteina de andamiaje PSD95 en la
sinapsis durante la consolidacién de la memoria?. En el laboratorio existen nuevas lineas
que pretenden abordar dichas preguntas. Se hipotetiza que la informacién de la valencia de
una situacion puede estar dada por la identidad de las neuronas en cada area involucrada
en el procesamiento de estas memorias. Con este fin se planea trabajar con estas tareas
haciendo estudios electrofisiolégicos e inmunohistoquimicos que permitan identificar
patrones en la poblaciéon neuronal asociada a cada tarea. Por otro lado, simultaneamente
con este trabajo, en el laboratorio se evidencié un cambio en los niveles de acetilacion
proteica en la sinapsis (Tesis de licenciatura Julia Busso, 2014), otra nueva linea del
laboratorio tiene como fin estudiar la capacidad de NF-kappa B como reclutador de
acetil-transferasas en la sinapsis y evaluar cédmo la disrupcién de la via del factor de
transcripcion tiene un efecto en la acetilacion de proteinas sinapticas. A su vez, se pretende
estudiar como la inhibicidon de la desacetilacion afecta la consolidacion de la memoria. Por
ultimo se pretende estudiar los mecanismos a través de los cuales PSD95 estaria
involucrada en la cascada de sefalizacion sinaptica necesaria en la consolidacion de la
memoria; y continuar con los estudios que permitan determinar cual es el efecto de la

disrupcion de la interaccién de PSD95 con NMDA sobre el rol de NF-kappa B en la sinapsis.
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