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Resumen: 

La formación de una memoria de largo término implica que dicha memoria 

atraviese un proceso de consolidación, el cual implica cambios moleculares 

como ser las modificaciones postraduccionales de proteínas, tales como 

fosforilación y acetilación, entre otras. En este marco, se advierte que el uso de 

inhibidores de deacetilasas afecta la consolidación de memorias y que los 

cambios en los niveles de acetilación de proteínas sinápticas influyen en los 

procesos de plasticidad, como ser la potenciación de largo término (LTP). En la 

presente tesis nos propusimos investigar la modulación de los niveles de 

acetilación durante la consolidación de la memoria de evitación inhibitoria en 

ratones, como así también su posible regulación sobre la composición sináptica. 

Asimismo, analizamos los cambios en los niveles de acetilación asociados a la 

plasticidad tras inducir una LTP químico (LTPq) en cultivos primarios de 

neuronas de hipocampo de ratón. Encontramos que la administración 

intrahipocampal de Tubastatina A (inhibidor especifico de lo deacetilasa 

citoplasmática KDAC6) facilita la consolidación de la memoria de evitación 

inhibitoria; este efecto se observa cuando la droga es administrada 

inmediatamente después de la adquisición, pero no 3 horas más tarde. Esto 

indica que la inhibición hipocampal de KDAC6 es suficiente para facilitar la 

memoria estudiada. Observamos también un aumento en los niveles globales de 

acetilación de tubulina, pero no de la lisina 40 de la misma proteína en extractos 

hipocampales obtenidos 45 minutos después del entrenamiento. Esto sugiere 

una regulación diferencial de la acetilación de los residuos de lisina de tubulina 

durante la consolidación. Finalmente, registramos cambios en los niveles de 

acetilación dendrítica y sináptica y de la densidad de la proteína de la densidad 

posináptica PSD95, tras inducir una LTPq en células cultivadas de hipocampo 

de ratón, siendo posible una regulación entre los cambios mencionados. 

Concluimos que la acetilación de tubulina es modulada durante la consolidación 

de la memoria de evitación inhibitoria en ratones. 

Palabras clave: memoria de largo término, consolidación, acetilación, 
hipocampo, sinapsis. 
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Study of the acetylation of synaptic proteins during the consolidation of long-term 

memory in mice 

Abstract: 
The formation of a long-term memory implies a process known as consolidation, 

which involves molecular changes such as post-translational modifications of 

proteins, such as phosphorylation and acetylation, among others. In this 

framework, it is noted that the use of deacetylase inhibitors affects the 

consolidation of memories and that changes in the acetylation levels of synaptic 

proteins influence plasticity processes, such as long-term potentiation (LTP). In 

the present thesis we set out to investigate the modulation of acetylation levels 

during the consolidation of inhibitory avoidance memory in mice, as well as its 

possible regulation on synaptic composition. Likewise, we analyzed the changes 

in acetylation levels associated with plasticity after inducing chemical LTP (cLTP) 

in primary cultures of mouse hippocampal neurons. We found that 

intrahippocampal administration of Tubastatin A (specific inhibitor of the 

cytoplasmic deacetylase KDAC6) facilitates the consolidation of inhibitory 

avoidance memory; This effect is observed when the drug is administered 

immediately after acquisition, but not 3 hours later. This indicates that 

hippocampal inhibition of KDAC6 is sufficient to facilitate the memory studied. We 

also observed an increase in global levels of tubulin acetylation, but not of lysine 

40 of the same protein in hippocampal extracts obtained 45 minutes after training. 

This suggests differential regulation of acetylation of tubulin lysine residues 

during consolidation. Finally, we recorded changes in the levels of dendritic and 

synaptic acetylation, and PSD95 density after inducing cLTP in cultured mouse 

hippocampal cells, a regulation between the aforementioned changes being 

possible. We conclude that tubulin acetylation is modulated during the 

consolidation of inhibitory avoidance memory in mice. 

Keywords: long-term memory, consolidation, acetylation, hippocampus, 
synapsis. 
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1 Capítulo 1: Introducción general 
1.1 Aprendizaje y memoria 

En su uso coloquial, los conceptos “memoria” y “aprendizaje” son fácilmente 

confundibles entre sí. En este trabajo adoptamos las definiciones funcionales de David 

Sweatt: aprendizaje es la adquisición de una respuesta alterada a un estímulo ambiental 

y memoria es el proceso de almacenamiento de esa información adquirida. Estas son 

definiciones funcionales porque están basadas en aplicaciones experimentales (Sweatt, 

2010). En los experimentos comportamentales que se expondrán, se considera 

expresión de una memoria a la mayor latencia de entrada a un compartimiento oscuro 

por parte de un ratón en una segunda exposición a ese dispositivo en relación a su 

latencia en la primera exposición. Este punto será retomado con más detalle en el 

próximo capitulo. 

La memoria puede clasificarse de acuerdo al curso temporal del almacenamiento 

en memoria de corto y de largo término. La primera tiene una duración que va desde los 

segundos a minutos y su formación es independiente de síntesis de proteínas; la 

segunda tiene una duración que va desde los minutos hasta años, incluso toda la vida 

de un individuo, y su formación depende de expresión génica y síntesis de proteínas. 

Además, las memorias de largo término pueden subclasificarse en memorias implícitas, 

las cuales se expresan automáticamente e involucran poco procesamiento consciente, 

y explícitas. Las memorias explícitas se subclasifican en semánticas, memorias acerca 

de hechos, y en episódicas, memorias acerca de experiencias personales (Kandel et al., 

2013a). 

El proceso de formación de una memoria de largo término presenta diferentes 

fases. La primera fase es la de codificación, donde la información adquirida es codificada 

por el sistema nervioso. La segunda fase es la de consolidación, una serie de procesos 

celulares y moleculares que tienen lugar por algún período de tiempo luego de la 

codificación y que son necesarios para el establecimiento duradero en el tiempo de la 

memoria. La tercera fase es la de evocación, que consiste en la expresión de la memoria 

almacenada. Si bien no alcanza a lo tratado en esta tesis, podemos mencionar otra fase 

que puede tener lugar, la labilización. La misma consiste, justamente, en la labilización 

de una memoria previamente consolidada tras su evocación. Luego, la memoria puede 

tener dos destinos: la reconsolidación, la cual vuelve a estabilizar a la memoria en el 

tiempo con la posibilidad de haber sido modificada, o la extinción (Sweatt, 2010). 
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1.2 El proceso de consolidación 

 La consolidación es el proceso que convierte una memoria lábil en una duradera 

en el tiempo. Generalmente, y en esta tesis, cuando se habla de consolidación se hace 

referencia a un proceso que inicia en la adquisición y dura algunas horas; se la denomina 

consolidación celular. Existe otro tipo de consolidación denominada sistémica, la cual 

es más prolongada en el tiempo y, a diferencia de la anterior, es más bien independiente 

del hipocampo (Squire et al., 2015). 

Un abordaje experimental ampliamente utilizado para el estudio de la 

consolidación de la memoria ha sido la administración de fármacos a distintos tiempos 

desde la adquisición. Así, por ejemplo, se descubrió que la administración de 

anisomicina A (un inhibidor de la síntesis proteica) en la amígdala, inmediatamente 

después de un condicionamiento de miedo en ratas, producía amnesia evaluada a las 

24 horas desde la adquisición. Un efecto similar se observaba tras administrar un 

inhibidor de la proteína quinasa A (PKA, por sus siglas en inglés). Ambos inhibidores 

carecían de efecto al ser administrados 6 horas después de la adquisición (Schafe & 

LeDoux, 2000). De forma similar, la administración intrahipocampal del antagonista del 

receptor de glutamato tipo ácido N-metil-D-aspártico (NMDA, por sus siglas en inglés), 

el ácido-2-amino-5-fosfonovaleriánico (APV, por sus siglas en inglés), inmediatamente 

después del entrenamiento en la tarea de evitación inhibitoria mostró efecto amnésico 

(Roesler et al., 1998). También se describieron efectos facilitadores de la consolidación 

de la memoria de largo término; la administración de cafeína en una tarea de 

discriminación visual, la administración de una anticolinesterasa en una tarea espacial 

y, más recientemente, la administración de un inhibidor de deacetilasas en una tarea de 

reconocimiento de objeto (Federman et al., 2013; W. Paré, 1961; Stratton & Petrinovich, 

1963). Al día de hoy se han caracterizado los requerimientos de la consolidación en 

distintas áreas del cerebro como el hipocampo, la amígdala y la corteza prefrontal 

(Freudenthal et al., 2005; Knowlton & Fanselow, 1998; McIntyre et al., 2003; 

Nieuwenhuis & Takashima, 2011; D. Paré, 2003; Salles et al., 2017). 

Una de las primeras regiones del cerebro asociadas a la formación de memorias 

ha sido el hipocampo. Hoy en día se sabe que esta estructura es clave en la formación 

y la consolidación de memorias, especialmente aquellas que tienen un componente 

espacial. En la Figura 1 se muestra la ubicación del hipocampo en el cerebro de rata y 

se diagraman las conexiones intrahipocampales. Se observa que el hipocampo ocupa 

un porcentaje significativo del cerebro anterior y se reconocen 3 partes, una dorsal, una 

ventral y una posterior. Una gran proporción de los estudios sobre el rol del hipocampo 

en la consolidación se enfocan en su porción dorsal. El principal tipo celular en las 



  Capítulo 1: Introducción general 

8 
  

regiones CA1 y CA3 son las neuronas piramidales, las cuales presentan extensas 

arborizaciones dendríticas. En el giro dentado se encuentran las células granulares, las 

cuales reciben aferencias desde la corteza entorrinal y proyectan sus axones hacia las 

dendritas de la región CA3 (fibras musgosas). A su vez, las neuronas piramidales de 

CA3 proyectan sus axones hacía las dendritas de las neuronas piramidales en CA1 

(colaterales de Schaffer) (O’Keefe & Nadel, 1978). 

 

 
Figura 1: Representación del hipocampo de la rata 
En el panel superior, se esquematiza el cerebro de la rata. La corteza temporal izquierda fue 
removida, lo que permite apreciar al hipocampo (en amarillo) en forma de “coma”. En el panel 
inferior, se esquematizan las áreas principales, los tipos celulares y las conexiones 
intrahipocampales. (Adaptado de O’Keefe & Nadel, 1978). 
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1.3 Composición sináptica 

Las sinapsis son estructuras especializadas que intermedian la comunicación 

entre neuronas. De forma simplificada, podemos mencionar tres elementos de toda 

sinapsis química: un terminal presináptico, un espacio sináptico y la célula posináptica. 

El terminal presináptico está cargado con vesículas que contienen los 

neurotransmisores, los cuales son sustancias que se unen a los receptores en la célula 

posináptica. La disponibilidad de las vesículas sinápticas para su liberación y su fusión 

con la membrana plasmática está altamente regulada. Existe una red de proteínas en el 

terminal presináptico que participan activamente en su regulación, como las SNAP-25, 

sinaptobrevina, sinaptotagmina y sinapsina, entre otros (Kandel et al., 2013d). El 

espacio sináptico separa al terminal pre de la célula posináptica y suele medir entre 20 

y 40 nm (Kandel et al., 2013b).  La estructura más destacable en la célula posináptica 

es una organela altamente organizada denominada densidad posináptica (PSD, por sus 

siglas en inglés; Figura 2). Es una estructura estable compuesta de múltiples proteínas 

como receptores de glutamato tipo NMDA y ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-

isoxazolpropiónico (AMPA, por sus siglas en inglés), la enzima calcio calmodulina 

quinasa II (CaMKII) y la proteína Homer. Entre sus componentes más característicos se 

encuentran las proteínas de la familia MAGUK, particularmente la proteína de la 

densidad posináptica PSD95. Estas proteínas funcionan como estructura de andamiaje 

de la PSD (Kandel et al., 2013c). 

 

Figura 2: Estructura de la densidad posináptica en sinapsis excitatorias 
A la izquierda, representación esquemática de una sinapsis excitatoria. Se observa el terminal 
presináptico cargado con vesículas sinápticas que contienen los neurotransmisores. Se observa 
también el espacio sináptico y la membrana de la célula posináptica. A la derecha, representación 
esquemática de la densidad posináptica (PSD) y de los receptores anclados a la membrana que 
interactúan con la PSD. (Adaptado de Kandel et al., 2013c). 

La sinapsis está involucrada en los procesos de memoria y aprendizaje, como 

también en fenómenos de plasticidad como la potenciación de largo término. La 
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composición de la misma se ve alterada en los procesos mencionados. Se verá en 

mayor detalle en los capítulos 3 y 4. 

1.4 Acetilación postraduccional de proteínas 

Las modificaciones postraduccionales de proteínas son alteraciones reversibles 

que modulan las actividades e interacciones de las proteínas. Existen múltiples tipos de 

modificaciones postraduccionales siendo la fosforilación una de las más estudiadas. 

Otra de estas modificaciones, y la que estudiamos en este trabajo, es la acetilación 

(Shang et al., 2022). La misma consiste en la adición de un grupo acetilo a un residuo 

de lisina. Este proceso es mediado por las enzimas acetiltransferasas y deacetilasas 

(KATs y KDACs, por sus siglas en inglés). Mucha de la investigación de la acetilación 

postraduccional de proteínas fue enfocada en mecanismos epigenéticos, 

particularmente sobre la acetilación de histonas (Levenson et al., 2004; Lopez-Atalaya 

& Barco, 2014; Peixoto & Abel, 2013; Vecsey et al., 2007). En este trabajo nos 

enfocamos en el rol de la acetilación de proteínas no histonas, particularmente de 

localización sináptica, durante la consolidación de la memoria de evitación inhibitoria. 

1.5 Objetivos 

El objetivo general de este proyecto fue investigar la participación de la 

acetilación de proteínas sinápticas durante la consolidación de la memoria. 

Los objetivos específicos fueron: 

• Caracterizar el efecto facilitador de la Tubastatina A sobre la 

consolidación de la memoria de evitación inhibitoria. 

• Estudiar el efecto de inhibidores de enzimas KATs sobre la consolidación 

de la memoria de evitación inhibitoria. 

• Investigar los efectos de distintos inhibidores de KDACs sobre la 

acetilación de proteínas sinápticas del hipocampo de ratón, tanto in vitro 

como in vivo. 

• Indagar acerca de la modulación de los niveles de acetilación de 

proteínas sinápticas y de la composición de la sinapsis durante la 

consolidación de la memoria de evitación inhibitoria. 

• Inquirir sobre el efecto de la potenciación de largo término sobre los 

niveles de acetilación y la composición sináptica sobre cultivos primarios 

de neuronas de hipocampo de ratón. 
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1.6 Hipótesis 

La actividad relacionada con la adquisición cambia los niveles de acetilación de 

proteínas sinápticas y altera la composición de la sinapsis. Estos cambios son 

necesarios y regulan el almacenamiento de la memoria a largo plazo.



2 Capítulo 2: Efecto de la inhibición de KDAC6 y KATs 
sobre la consolidación de la memoria de largo 
término 

2.1 Introducción 

2.1.1 KATs y KDACs 

El estado de acetilación de una proteína está gobernado por el equilibrio en la 

actividad de dos grandes familias de enzimas: aquellas que adicionan grupos acetilo a 

los residuos de lisina y aquellas que los remueven. Las primeras son conocidas como 

acetiltransferasas de histonas (HAT, por sus siglas en inglés) y las segundas como 

deacetilasas de histonas (HDAC, por sus siglas en inglés). El nombre de tales enzimas 

responde a una cuestión histórica más que a delimitar su función: su actividad acetilasa 

o deacetilasa fue descubierta sobre proteínas histonas (Shang et al., 2022). Sin

embargo, es de amplio conocimiento al día de hoy que no solamente actúan sobre 

histonas sino también sobre otras proteínas. Por tal motivo, y sumado a que ejercen su 

actividad sobre residuos de lisina (con símbolo químico “K”), nos pareció más apropiado 

adoptar la nomenclatura KAT (por sus siglas en inglés) para referirnos a las enzimas 

acetiltransferasas de lisinas y KDAC para las deacetilasas de lisinas. Actualmente, es 

habitual encontrar ambas referencias en la bibliografía científica. 

Las KATs se clasifican en tres familias principales: GNAT (siglas del inglés acetil 

transferasa relacionada a la proteína de control general de síntesis de aminoácidos 5), 

MYST (acrónimo de los primeros cuatro miembros descubiertos) y p300/CBP (CBP, 

siglas del inglés proteína de unión a CREB). En la Tabla 1 se presentan los miembros 

canónicos de cada familia (Narita et al., 2019). Existen otras enzimas no canónicas con 

actividad KAT, además de otra actividad enzimática previamente descripta, que no se 

listan en la tabla. Entre esas enzimas no canónicas se encuentra la NAT10, que regula 

positivamente la actividad de la enzima telomerasa mediante la estimulación de la 

transcripción y tiene un dominio acetiltransferasa (Q. Shen et al., 2009). Las enzimas 

KATs catalizan la transferencia de un grupo acetilo de forma dependiente de acetil-CoA, 

el cual actúa como donante. La acetilación también puede darse, aunque en menor 

frecuencia y menos estudiado, de forma no enzimática en presencia de acetil-CoA 

(Shang et al., 2022). 

Familia KAT 
Otro 

nombre 
Localización 
subcelular 

Algunas proteínas 
blanco 

GNAT GCN5 KAT2A Núcleo H3, CEBPB 
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PCAF KAT2B Núcleo H3, H4, ACLY 

ELP3 KAT9 Núcleo/citoplasma H3, H4, α-tubulina 

ATAT1  Citoplasma α-tubulina 

p300/CBP 

CBP KAT3A Núcleo/citoplasma H2A, H2B, H3, H4, 

NCOA, FOXO1 

p300 KAT3B Núcleo/citoplasma H3, FOXO1, KDAC1, 

SIRT2, ALX1 

MYST 

TIP60 KAT5 Núcleo/citoplasma H2A, H4, FOXP3 

MOZ KAT6A Núcleo H3, H4, p53, RUNX2 

MORF KAT6B Núcleo H3, RUNX2 

HBO1 KAT7 Núcleo H4 

MOF KAT8 Núcleo H4, p53 

Tabla 1: Miembros canónicos de las familias de KATs de mamíferos 
Modificado de Drazic et al., 2016. 

Las KDACs fueron descubiertas 30 años después de las KATs, en 1995. Se 

clasifican en cuatro familias o clases, de I a IV. Los miembros de las clases I, II y IV son 

dependientes de Zn2+ para su actividad, mientras que las de la clase III dependen de 

NAD+ como cosustrato; estas últimas son conocidas como sirtuinas. Los miembros de 

la clase II se dividen a su vez en dos subclases, IIa y IIb; la IIa está conformada por 

KDAC4, 5, 7 y 9, de localización nuclear, mientras que la clase IIb está conformada por 

KDAC6 y 10, de localización principalmente citoplasmática (Drazic et al., 2016). En la 

Tabla 2 se presentan los miembros canónicos de cada familia (Narita et al., 2019). 

Clase KDAC 
Mecanismo 
catalítico 

Localización 
subcelular 

Algunas proteínas 
blanco 

I 

KDAC1 

Dependiente 

de Zn2+ 

Núcleo H2A, H2B, H3, H4, RelA 

KDAC2 Núcleo H2A, H2B, H3, H4, 

TSHZ3 

KDAC3 Núcleo H2A, H2B, H3, H4, NF-

κB, PCAF, STAT1, RelA 

KDAC8 Núcleo/citoplasma H2A, H2B, H3, H4, p59, 

ERRα 

IIa 

KDAC4 Núcleo/citoplasma H2A, H2B, H3, H4, 

HIF1α, p53 

KDAC5 Núcleo/citoplasma GATA2, GCMa 

KDAC7 Núcleo/citoplasma PLAG1 
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KDAC9 Núcleo/citoplasma ATDC 

IIb 

KDAC6 Principalmente 

citoplasma 

Cortactina, α-tubulina, 

HSP90 

KDAC10 Principalmente 

citoplasma 

HSP70, PP1 

III 

SIRT1 

Dependiente 

de NAD+ 

Núcleo P53, FOXO1, HSF1, 

KAT7, CBP 

SIRT2 Citoplasma α-tubulina 

SIRT3 Mitocondria GDH, Ku70, MELP10 

SIRT4 Mitocondria GLUD1 

SIRT5 Mitocondria Citocromo c 

SIRT6 Núcleo H3K56ac 

SIRT7 Núcleo H3K18ac 

IV 
KDAC11 Dependiente 

de Zn2+ 

Principalmente 

núcleo 

H2A, H2B, H3, H4 

Tabla 2: Miembros canónicos de las familias de KDACs de mamíferos 
Modificado de Drazic et al., 2016. 

2.1.2 KDAC6 

De entre las enzimas deacetilasas, la KDAC6 (codificada por el gen hdac6) 

presenta dos particularidades interesantes. Por un lado, es la única KDAC con dos sitios 

de actividad deacetilasa; se plantea que cada sitio tendría diferentes proteínas blanco 

(Boyault et al., 2007; Perry et al., 2017). Por otro lado, tiene una localización 

principalmente citoplasmática, al igual que SIRT2 y KDAC10. En la Figura 3 se 

representan sus dominios funcionales. La presencia de KDAC6 esta reportada en el 

hipocampo de ratón (Espallergues et al., 2012; Govindarajan et al., 2013) y a nivel 

subcelular se la ha reportado en la presinapsis (Perry et al., 2017 y resultados no 

publicados de nuestro laboratorio) y en dendritas (Southwood et al., 2007). Los primeros 

sustratos de deacetilación de KDAC6 identificados fueron HSP90, cortactina y α-tubulina 

(Hubbert et al., 2002; Kovacs et al., 2005; Matsuyama et al., 2002; X. Zhang et al., 2007; 

Y. Zhang et al., 2003). Reducir los niveles de KDAC6 en el hipocampo de ratón aumenta 

los niveles de acetil-α-tubulina (K40) sin cambiar la acetilación de histona 3 ni de histona 

4 (H3 y H4, respectivamente) (Govindarajan et al., 2013). Se ha reportado que KDAC6 

es capaz de deacetilar histonas in vitro pero no hay evidencias que lo haga in vivo (Butler 

et al., 2010; Sun et al., 2021). Mediante un protocolo de predicción de sustrato basado 

en estructura, se predijo que KDAC6 es una enzima promiscua que interactúa con varios 

sustratos; entre ellos la helicasa dependiente de ATP (DDX3X), la proteína asociada a 
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microtúbulos tau, β-catenina, NF-κB y la KAT p300. Estos datos sugieren que KDAC6 

está involucrada en varias vías moleculares y que tiene una regulación compleja, ya que 

p300 es capaz de acetilar a KDAC6 y reducir su actividad deacetilasa de tubulina (Varga 

et al., 2021). 

 

Figura 3: Organización de los dominios funcionales de KDAC6 
KDAC6 es la única KDAC con dos sitios de actividad deacetilasa (DD1 y DD2). A su vez, posee una 
señal de exportación nuclear (NES), activa tanto en humanos como en roedores. El dominio SE14, 
presente en KDAC6 humana, ancla la enzima en el citoplasma. El dominio ZnF-UBP es un motivo 
de unión a ubiquitina. (Tomado de Boyault et al., 2007). 

2.1.3 Inhibidores de KATs y KDACs 

En los últimos 20 años se han desarrollado múltiples inhibidores de KATs y 

KDACs en busca de efectos antitumorales, antivirales y antiinflamatorios, entre otros. 

Algunos de estos inhibidores, especialmente inhibidores de KDACs, han mostrado 

mejorar síntomas en modelos de enfermedad de Alzheimer, Parkinson, Huntington y 

depresión y mejoras en la memoria y el aprendizaje (Ahmad Ganai et al., 2016; Jochems 

et al., 2014). 

Uno de los inhibidores de KDACs más ampliamente evaluado en el estudio de la 

memoria es el butirato de sodio (NaB). Este compuesto es un ácido graso de cadena 

corta sintetizado por la fermentación bacteriana de la fibra dietaria en el intestino (Davie, 

2003). Es un inhibidor de las KDACs de clases I y IIa que ha mostrado mejorar la 

memoria y el aprendizaje, aliviar déficits cognitivos y restaurar la densidad de espinas 

dendríticas en neuronas del hipocampo (Ahmad Ganai et al., 2016). Otro inhibidor 

ampliamente utilizado es la Tricostatina A (TSA), un ácido hidroxámico que inhibe a las 

KDACs de clases I y II y ha mostrado efectos facilitadores de la memoria y de retraso 

de progresión en modelos de neurodegeneración (Ahmad Ganai et al., 2016; Fontán-

Lozano et al., 2008; Vecsey et al., 2007). 

La Tubastatina A también es un derivado del ácido hidroxámico que inhibe 

potente y selectivamente a KDAC6 (IC50 = 0,015 µM), con una actividad 57 veces menor 

sobre KDAC8 (IC50 = 0,0854 µM) (Butler et al., 2010; S. Shen et al., 2020). 
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Recientemente se realizó una caracterización estructural y de actividad in vivo de 

KDAC6 y se encontró, en primer lugar, que inhibe potentemente a KDAC6, con un IC50 

de 4,4 nM en un ensayo en células N2a (versus un IC50 contra KDAC1= 8100 nM). En 

segundo lugar, tras una inyección intraperitoneal de 10 mg/kg de peso corporal en 

ratones CD1, se encontró una concentración de TubA en plasma 26 veces más alta que 

su IC50; este valor cayó por debajo del IC50 a la hora y tras dos horas solo se hallaron 

trazas, lo que da cuenta de una vida media corta de la droga. Sin embargo, los niveles 

de α-tubulina acetilada fueron mayores que en los animales control a una y hasta cuatro 

horas luego de la administración de TubA. Esto indica que la exposición inicial a la droga 

afecta significativamente a la acetilación de α-tubulina. Adicionalmente, se reportaron 

efectos ansiolíticos, antidepresivos, antipsicóticos y cognitivos tan solo 15 minutos luego 

de una inyección intraperitoneal de 60 mg de TubA por kg de peso corporal en ratones 

(S. Shen et al., 2020). 

Entre los inhibidores de KATs hay una amplia variedad de drogas que actúan 

sobre la enzima p300. Entre ellos se encuentran el garcinol, el ácido anacárdico, la 

curcumina y el Inhibidor de HAT-2 (Hi2, por sus siglas en inglés). Este último compuesto 

mostró una potente inhibición de p300 in vitro, con un IC50 de 5µM y la capacidad de 

penetrar en células HeLa y reducir la acetilación de H3 (Costi et al., 2007). La 

Remodelina, por otro lado, se comercializa como un inhibidor de la KAT NAT10. Se 

descubrió inicialmente como un inhibidor de la KAT de levaduras Gcn5p, con actividad 

inhibitoria evidenciada por la reducción de la acetilación de histonas tanto in vitro como 

in vivo (Chimenti et al., 2009). La Remodelina mostró efectos positivos en un modelo 

celular de laminopatía y la capacidad de inhibir la acetilación de tubulina mediada por 

NAT10 in vitro (Larrieu et al., 2014). 

2.1.4 Acetilación y memoria 

La acetilación de proteínas juega un papel importante en el desarrollo del sistema 

nervioso, afecta la conducta y está relacionada al establecimiento o progresión de 

desórdenes psiquiátricos y enfermedades neurodegenerativas (Penney & Tsai, 2014). 

Se ha estudiado ampliamente en procesos de memoria y aprendizaje como también en 

fenómenos de plasticidad sináptica (LoPresti, 2020). Una estrategia utilizada para 

investigar el rol de la acetilación en la formación de memorias ha sido el uso de 

inhibidores de KDACs. Se ha demostrado que la inhibición de KDACs de clase I y IIa 

(principalmente nucleares) mediante la administración intrahipocampal de butirato de 

sodio (NaB) en ratones facilita la consolidación de la memoria de largo término y la 

persistencia de la memoria de reconocimiento de objeto novedoso (NOR, por sus siglas 

en inglés). A su vez, el NaB causó un aumento de la acetilación de la histona 3 una hora 
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luego del entrenamiento (Federman et al., 2013). Un resultado similar se observó 

utilizando el laberinto acuático de Morris (MWM, por sus siglas en ingles), mediante un 

entrenamiento masivo, el cual no genera memoria de largo término, tras el cual se 

administró NaB o vehículo de forma intrahipocampal; los animales inyectados con NaB 

mostraron facilitación de la memoria. Se midieron los niveles de histona 3 e histona 4 

acetiladas 30, 60 y 120 minutos luego del entrenamiento de MWM e inyección de NaB 

o vehículo; los animales que recibieron NaB mostraron niveles significativamente 

mayores de acetilación a 30 minutos para histona 3 y a 30 y 60 minutos para histona 4 

(Villain et al., 2016). Los autores de este trabajo concluyeron que la administración de 

NaB durante la consolidación de la memoria promueve un mayor estado de acetilación 

de histonas involucradas en la expresión de genes relacionados a la formación de 

memorias, lo que facilita su consolidación aún en protocolos de aprendizajes que 

normalmente no generan memoria de largo término. 

La tricostatina A (TSA) es un inhibidor inespecífico de KDACs de clase I y II 

(KDAC6 incluida) y se ha demostrado que tiene un efecto facilitador de la memoria. En 

el mismo trabajo de Federman y su equipo mencionado en el párrafo anterior reportaron 

un efecto facilitador sobre la memoria de largo término de la tarea de NOR. Resultados 

semejantes se reportaron para la tarea de reconocimiento de ubicación novedosa (NOL, 

por sus siglas en inglés) en ratones (Hawk et al., 2011). El mismo efecto se observó 

sobre la memoria de largo término en la tarea de MWM en ratones jóvenes. Una hora 

después del entrenamiento los animales exhibieron un aumento en los niveles de 

histona 4 acetilada en la región CA1 del hipocampo dorsal y en la parte dorsomedial del 

estriado. Paradójicamente, la TSA produjo una disminución en la acetilación de histonas 

en la región CA1 del hipocampo ventral y en la amígdala lateral. En ratones envejecidos 

no se observaron mejoras en la memoria tras la administración de TSA ni un rescate de 

los menores niveles de histona 4 acetilada asociada a la edad en la región dorsomedial 

del estriado, pero si en la región CA1 del hipocampo dorsal. Contrariamente a los 

ratones jóvenes, la TSA produjo un incremento de la acetilación de histonas en la región 

CA1 del hipocampo ventral y en la amígdala lateral (Dagnas et al., 2015). 

Son escasos los reportes sobre el rol de KDAC6 en la formación de memorias 

en modelos fisiológicos, es decir en animales que no modelan alguna patología. En 

larvas de Drosophila melanogaster, KDAC6 es necesaria para la retención de memoria; 

específicamente, el dominio DD1 es requerido (Perry et al., 2017). También en moscas, 

en un modelo de toxicidad inducida por beta amiloides, se observó un efecto diferente 

para la expresión de KDAC6 con uno u otro sitio deacetilasa incrementado. Cuando se 

expresaba una forma de KDAC6 con el sitio DD1 incrementado, se rescataba el déficit 
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de memoria inducido por los beta amiloides sin afectar la longevidad de los animales. 

Por el contrario, la expresión de KDAC6 con el sitio DD2 incrementado promovía la 

fosforilación de la proteína tau y reducía la esperanza de vida de las moscas sin afectar 

su performance cognitivo (Cheng et al., 2022). En un modelo murino de taupatía, la 

inhibición crónica de KDAC6 con Tubastatina A revirtió el déficit de memoria y el fenotipo 

hiperactivo así como también redujo los niveles totales de tau (Selenica et al., 2014). 

En un trabajo previo de nuestro grupo se evaluó el efecto de la Tubastatina A 

sobre la consolidación de largo término de la tarea de evitación inhibitoria en ratones. 

La Tubastatina A, inyectada de forma intraperitoneal inmediatamente después del 

entrenamiento, facilitó la retención de la memoria, evaluada 48 horas después de la 

adquisición (Esquivel, 2017).  

2.1.5 La tarea de evitación inhibitoria 

La tarea de evitación inhibitoria (EI) ha sido ampliamente utilizada para el estudio 

de procesos de memoria, como ser consolidación, reconsolidación y extinción (Blake 

et al., 2004; M. Boccia et al., 2007; M. M. Boccia et al., 2004; M. M. Boccia & Baratti, 

2000; Cammarota et al., 2004; Fanselow, Michael S., 1990; Freudenthal et al., 2005; 

Izquierdo et al., 2006; Rosa et al., 2023). Es una tarea de tipo asociativa, contextual y 

aversiva; cuando se realiza sin shock eléctrico puede dar origen a una memoria apetitiva 

de alivio (Salles et al., 2017). Un solo ensayo, es decir una única exposición a los 

estímulos, es suficiente para promover la formación de una memoria de largo término. 

La evitación inhibitoria de un ensayo puede adoptar dos modalidades generales, step-

down, donde el roedor es colocado sobre una plataforma elevada de la que puede bajar 

a una superficie desde donde se le administra el estímulo aversivo, o step-through, 

donde los animales atraviesan una puerta o umbral para pasar de la plataforma a la 

superficie que administra el shock eléctrico. En este último caso, el compartimiento 

donde se administra el shock eléctrico es oscuro, con lo que, inicialmente, los animales 

son motivados hacia el cuarto oscuro por fototaxia negativa y tigmotaxia propias de los 

roedores. Tanto durante el condicionamiento como en la/s evaluación/es, se registra el 

tiempo que los animales permanecen en la plataforma. En la evaluación, una mayor 

latencia para entrar al compartimiento oscuro en animales entrenados que en animales 

control se toma como medida de retención de la memoria. Este paradigma, en su 

modalidad de un ensayo, es especialmente útil en abordajes bioquímicos o 

farmacológicos del estudio de la memoria ya que permite saber con precisión el 

momento donde se produce el condicionamiento (Izquierdo et al., 2006). 
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Motivados por los resultados previos del laboratorio mencionados en la sección 

2.1.4, nos propusimos caracterizar la especificidad de la acción del inhibidor de KDAC6, 

la Tubastatina A, sobre la consolidación de la memoria de largo término utilizando la 

tarea de evitación inhibitoria de un ensayo, en su modalidad step-through y aversivo. 

También probamos el efecto de dos inhibidores de KATs sobre la consolidación de la 

memoria, el Inhibidor de HAT-2 (Hi2) y la Remodelina (Re). El primero es un inhibidor 

de p300 y el segundo, de NAT10 (Chimenti et al., 2009; Costi et al., 2007). 

2.2 Materiales y métodos 

2.2.1 Animales 

Se utilizaron ratones macho CF-1 (Fundacal, Buenos Aires, Argentina) de 60-70 

días de edad y 25-30 g de peso corporal. Fueron alojados en grupos de 4 a 5 animales 

y permanecieron alojados de esa manera durante los procedimientos experimentales. 

Los ratones se mantuvieron en una habitación mantenida entre 21 y 23°C en un ciclo 

de luz y oscuridad de 12 h (las luces se encienden a las 6:00 a. m.) con acceso ad libitum 

a alimento seco y agua del grifo. Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Guía 

para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del National Institute of Health de 

Estados Unidos (publicación NIH nº 80-23/96) y con la aprobación del Comité 

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad 

de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (Protocolo 

experimental nº 173). Se hicieron todos los esfuerzos posibles para minimizar el 

sufrimiento de los animales y reducir el número de animales utilizados. 

2.2.2 Cirugía 

Para los experimentos de inyecciones intrahipocampales, se prepararon a los 

ratones 48 horas antes del entrenamiento. Las inyecciones se administraron bajo 

anestesia ligera con éter en un instrumento estereotáxico (Protocolo experimental 

REDEC-2022-2371-E-UBA-DCT_FFYB). La cirugía preliminar también se realizó bajo 

anestesia con éter y consistió en remover el cuero cabelludo y perforar dos agujeros 

simétricos a través del cráneo sin perforar el cerebro. Se cubrió el cráneo con cera para 

huesos y luego se devolvió al ratón a su jaula. La solución de vehículo o fármaco se 

infundió bilateralmente en las siguientes coordenadas estereotáxicas: A/P (-1,5 mm 

posterior al bregma), D/I (+1,5 mm desde la sutura sagital media) y V (-1,5 mm desde 

una superficie plana del cráneo) (Paxinos & Franklin, 2019). Las inyecciones se 

realizaron durante 90 segundos a través de una aguja roma de acero inoxidable de 

calibre 30 unida a una jeringa Hamilton de 5 μl con tubo de PE-10 y accionada 

manualmente. 
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Para la inyección intrahipocampal de Remodelina y posterior extracción de 

proteínas del hipocampo, los animales fueron implantados con cánulas calibre 23 la 

semana previa al experimento, en un instrumento estereotáxico bajo anestesia profunda 

(130 mg/kg de ketamina y 10 mg/kg de xilacina). Se removió el cuero cabelludo y se 

perforaron dos agujeros simétricos a través del cráneo, sin perforar el cerebro, en las 

siguientes coordenadas estereotáxicas: A/P (-1,5 mm posterior al bregma) y D/I (+1,5 

mm desde la sutura sagital media) (Paxinos & Franklin, 2019). Se bajaron las cánulas (-

1,5 mm desde una superficie plana del cráneo) y se las fijaron al cráneo con acrílico 

dental conteniendo hidróxido de calcio y luego se devolvió al ratón a su jaula. La solución 

de vehículo o fármaco se infundió bilateralmente. Las inyecciones se realizaron durante 

90 segundos a través de una aguja roma de acero inoxidable de calibre 30 unida a una 

jeringa Hamilton de 5 μl con tubo de PE-10 y accionada manualmente. 

Se evaluó la precisión de las inyecciones intrahipocampales con una lupa 

estereoscópica, sólo se incluyeron en el análisis los datos de animales con inyecciones 

que alcanzaron las áreas previstas. 

2.2.3 Drogas 

En los experimentos de inyecciones sistémicas, los ratones recibieron 

inyecciones intraperitoneales (IP) de Tubastatina A (TubA; Cayman Chemical, Ann 

Arbor, MI; 40 mg/kg) disuelta en vehículo (veh; DMSO 15 %, PEG 10 %, TWEEN-20 2 

% y solución salina), o un volumen equivalente de solución vehículo. El volumen 

inyectado fue de 300 μl. 

Para el experimento de administración intrahipocampal de TubA, los ratones 

recibieron infusiones bilaterales de Tubastatina A 80 μM disuelta en DMSO al 50 % en 

solución salina, o un volumen equivalente de DMSO al 50 % en solución salina 

(vehículo). El volumen de inyección fue de 1 μl. 

Para el experimento de administración intrahipocampal de inhibidores de KATs, 

los ratones recibieron infusiones bilaterales del Inhibidor de HAT-2 4,8 μg/μl (Hi2; 

Cayman Chemical) o de Remodelina 8 μg/μl (Re; Cayman Chemical) disueltos en 

DMSO o un volumen equivalente de DMSO (vehículo). El volumen de inyección fue de 

0,5 μl. 

2.2.4 Evitación inhibitoria 

El comportamiento de evitación inhibitoria se estudió en una situación de 

aprendizaje de tipo step-through de un solo ensayo (M. M. Boccia et al., 2004), que 

aprovecha la preferencia natural de los ratones por un ambiente oscuro. El aparato 
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consta de un compartimento oscuro (20 x 20 x 15 cm) con un suelo de rejilla de acero 

inoxidable y una plataforma elevada iluminada (5 x 5 cm). Los ratones no tenían 

experiencia en el compartimento oscuro antes de la prueba de aprendizaje. Durante el 

entrenamiento, cada ratón fue colocado en la plataforma y recibió un shock eléctrico en 

las patas cuando entró en el compartimento oscuro. Los animales fueron entrenados 

con una de dos intensidades del shock eléctrico: un shock débil (grupo SD; 0,4 mA, 50 

Hz, 1 s) que muestra latencias de entrada medianas de 150 s en la evaluación, y un 

shock fuerte (grupo SF; 0,8 mA, 50 Hz, 1 s) que muestra latencias de entrada medianas 

en el techo (300 s). Para algunos experimentos se utilizó un grupo control donde el 

experimentador introdujo al ratón en el compartimiento oscuro e inmediatamente recibió 

una descarga fuerte en las patas (grupo IS; 0,8 mA, 50 Hz, 1 s), después de lo cual se 

lo devolvió a su jaula. Estos animales no forman una memoria de largo término 

asociativa entre el contexto y el estímulo aversivo (Fanselow, Michael S., 1990). Las 

latencias de entrada medianas en la evaluación para este último grupo son de alrededor 

de 15 s. 

En los tiempos indicados para cada experimento (2 y/u 8 días) se realizó la 

evaluación de la memoria. En la misma, cada ratón se volvió a colocar en la plataforma 

y se registró la latencia de entrada. La evaluación finalizó cuando el ratón entró en el 

compartimento oscuro o no logró cruzar en 300 s. En el último caso, el ratón se retiró 

inmediatamente de la plataforma y se le asignó una puntuación de 300 s. En la 

evaluación se omitió el shock eléctrico. 

2.2.5 Extracto de proteínas hipocampales 

Las proteínas se obtuvieron en extractos seriados de cada hipocampo de ratón 

mediante centrifugación diferencial de la siguiente manera: se mataron los ratones, se 

extrajeron los cerebros y se diseccionaron los hipocampos (Glowinski & Iversen, 1966). 

Cada hipocampo de ratón se homogeneizó en 250 µl de buffer 1 (Tris-HCl 20 mM, 

sacarosa 320 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) con quince golpes en un homogeneizador 

Dounce, mortero tipo B. Se tomó una alícuota de 20 µl del homogeneizado resultante y 

se agregaron 10 µl de dodecilsulfato de litio (LDS, por sus siglas en inglés) al 15 % y 10 

µl de buffer de carga (Tris al 3 % p/v, dodecilsulfato de sodio al 4 % p/v, glicerol al 40 % 

p/v). v) (extracto homogenato total, HT). El homogenato total fue incubado por 5 

minutos a 95ºC y luego conservado a -80°C hasta su uso. El homogeneizado restante 

se centrifugó durante 15 minutos a 1000 g. El sobrenadante (S1) se separó en un tubo 

nuevo y el sedimento (P1) se resuspendió en 250 µl de buffer 1 y se centrifugó durante 

10 minutos a 1000 g. El nuevo sobrenadante (S2) se mezcló con el anterior (S1+S2) y 

el sedimento (P2) se conservó para el extracto nuclear. El sobrenadante (S1+S2) se 
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centrifugó durante 30 minutos a 13000 g, luego se descartó el sobrenadante y al 

sedimento se añadieron cuatro volúmenes de un buffer hipotónico (Tris-HCl 5 mM, 

CaCl2 50 μM, pH 8,1), se resuspendió vigorosamente y se centrifugó durante 50 minutos 

a 15800 g. Nuevamente, se descartó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 

un buffer hipotónico con detergente Tritón al 1 % y se centrifugó durante 50 minutos a 

15800 g. Una vez más, el sobrenadante se descartó y el sedimento se resuspendió en 

un buffer hipotónico con LDS al 1 % (extracto enriquecido en densidades 
posinápticas, eDPS) y se mantuvo a -80°C hasta su uso. El sedimento P2 fue 

resuspendido en 250 µl de buffer A (Heppes 10 mM, MgCl2 1,5 mM, KCl 10 mM, 

ditiotreitol 1 mM, pH 7,9) y 20 µl de H2SO4 0,4 N e incubado por 30 minutos a 4ºC. Luego 

se centrifugó por 10 minutos a 14000 g y se transfirió 200 µl del sobrenadante a 1200 µl 

de acetona y se incubó 12 horas a -20°C. Finalmente, se centrifugó por 30 minutos a 

14000 g, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en buffer de carga 

1X, sin azul de bromofenol (extracto de histonas). Todo el ensayo se realizó a 4°C. 

Los buffers de extracción contenían los siguientes inhibidores: de proteasas, aprotinina 

0,8 µM; pepstatina A 1,5 µM; fluoruro de fenilmetansulfonilo (PMSF) 0,5 mM; leupeptina 

23 µM; de fosfatasas y quinasas: ortovanadato 0,2 mM; de deacetilasas: tricostatina A 

3,3 µM. 

2.2.6 Western blot 

El contenido de proteínas de los extractos se midió por duplicado con el kit de 

reactivos de ensayo de proteínas BCA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU). Para 

los ensayos de Western Blot, se añadió buffer de carga a las muestras que luego se 

incubaron a 95°C durante 5 minutos y se colocaron inmediatamente en hielo. Se 

procesaron cantidades iguales de proteína para cada muestra mediante electroforesis 

en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) con 10% de acrilamida 

en el gel de resolución. Luego, las proteínas se transfirieron a una membrana de 

difluoruro de polivinilideno (PVDF) para la inmunotransferencia. La inmunomarcación se 

realizó con anticuerpos anti-lisina acetilada (AcLys; Cell Signaling Technology, CST-

9441S, dilución 1:1000) y anti-α-tubulina acetilada (Santa Cruz, SCBT-23950, dilución 

1:8000), siguiendo los protocolos de los fabricantes. Con los extractos nucleares se 

utilizaron los anticuerpos anti-histona 3 (H3; Saint John´s Laboratory, STJ96940, 

dilución 1:2000) y anti-histona 3 acetilada en la lisina 9 (H3-Ac-K9; Saint John´s 

Laboratory, STJ90121, dilución 1:2000). La detección del anticuerpo secundario unido 

a HRP anti-ratón (Cell Signaling, CST-7076, dilución 1:10000) o anti-conejo (Santa Cruz, 

SCBT-2030, dilución 1:5000) se realizó con el kit Advance ECL (GE Healthcare, 

Amersham, BM, Reino Unido) como lo describe el fabricante y las señales se capturaron 
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usando Amersham Imager 600 (GE Healthcare, Amersham, BM, Reino Unido). La 

densidad óptica (OD) se estimó utilizando el software ImageJ 1.53c. 

2.2.7 Análisis estadístico 

Los datos de comportamiento fueron analizados empleando modelos lineales 

generalizados y lineales generalizados mixtos (GLM y GLMM respectivamente, por sus 

siglas en inglés). En todos los casos, a menos que se indique lo contrario, la variable 

respuesta fue la latencia de entrada al compartimiento oscuro y la variable explicativa 

de efectos fijos, el tratamiento/grupo asignado. 

El análisis de los datos para el SD-veh en el entrenamiento versus la evaluación 

(presentados en la Figura 4) fue realizado siguiendo un GLMM, con distribución Gamma 

y función de enlace logarítmica. En este caso la única variable explicativa de efectos 

fijos considerada fue el tiempo (factor con dos niveles: entrenamiento, evaluación); se 

consideró la identidad de cada ratón como una variable de efectos aleatorios para 

declarar la falta de independencia entre los datos de un mismo animal. Para la 

comparación entre SI-veh y SD-veh en la sesión de evaluación, se modeló un GLM con 

distribución Gamma y función de enlace logarítmica. 

El análisis de los datos para la ventana de acción de la TubA (presentados en la 

Figura 5) fue realizado siguiendo un GLM, con distribución Gamma y función de enlace 

logarítmica; se realizó un modelo para los datos del entrenamiento y uno para los datos 

de la evaluación. 

Para los análisis de los datos de administración intrahipocampal de TubA e 

inhibidores de KATs (Figura 6 y Figura 7, respectivamente) se emplearon GLM para 

los entrenamientos (Gamma, función logarítmica) y GLMM para las evaluaciones 

(Lognormal, función de logarítmica). Como variables respuesta de efectos fijos se 

consideraron los tratamientos (factor con cuatro niveles) y el tiempo (factor con dos 

niveles: E1, E2) y la interacción entre ambos. Se consideró la identidad de cada ratón 

como una variable de efectos aleatorios para declarar la falta de independencia entre 

los datos de un mismo animal. 

Los datos moleculares (Figura 8) fueron analizados usando modelos lineales. 

Dado que el experimento se realizó en dos días distintos, inicialmente se ajustaron 

modelos lineales mixtos para todas las variables respuesta, con los días de experimento 

como variable de efectos aleatorios. Luego se evaluó el término aleatorio del modelo 

con el comando ‘ranova()’ del paquete lmerTest (Kuznetsova et al., 2017). Como la 

prueba del componente aleatorio no fue significativa para las variables estudiadas, 
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entonces se utilizaron modelos sin término aleatorio (parsimonia). Para la prueba de 

hipótesis de diferencias entre grupos se realizó la prueba t de Student del paquete stats. 

El análisis estadístico y las figuras fueron generados usando los softwares R y 

Rstudio (Posit team, 2023; R Core Team, 2023). Se emplearon los paquetes stats y 

glmmTMB para el modelado y Dharma para corroborar los supuestos de los modelos 

(Brooks et al., 2017; Harting, 2022). Para la prueba de hipótesis de diferencias entre 

grupos se utilizó el comando ‘Anova()’ del paquete car y las comparaciones múltiples 

se realizaron con la prueba de Tukey sobre las medias marginales estimadas (MME) de 

los grupos en cada modelo utilizando el paquete emmeans (Lenth, 2023). Los gráficos 

se realizaron empleando los paquetes ggplot2, gggsignif y patchwork (Ahlmann-Eltze & 

Patil, 2021; Pedersen, 2024; Wickham, 2016). 

2.3 Resultados 

Estudiamos la especificidad del efecto de la inhibición de KDAC6 sobre la 

consolidación de la memoria de EI en tres aspectos: su especificidad de acción sobre el 

proceso de consolidación (poniendo a prueba su efecto sobre la latencia en animales 

expuestos al contexto y refuerzo pero que no generan memoria), de acción temporal 

(definiendo una ventana temporal de acción) y neuroanatómica (administrando TubA 

solo en un área del cerebro que es necesaria para esta tarea). 

2.3.1 Especificidad del efecto de la inhibición de KDAC6 

Para evaluar si el efecto observado de la TubA sobre la conducta de los animales 

es específico sobre la consolidación de una memoria, entrenamos dos grupos de 

ratones en la tarea de EI: un grupo entrenado con un shock débil e inyectado 

intraperitoneal con vehículo inmediatamente después del entrenamiento (SD-veh) y un 

grupo shock inmediato inyectado con TubA en las mismas condiciones (SI-TubA) 

(Figura 4). 
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Figura 4: La Tubastatina A no altera la conducta de animales que no están consolidando una 
memoria 
(A) Procedimiento experimental. (B) Latencias de entrada del grupo SD-veh durante el 
entrenamiento. (C) Latencias de entrada durante la evaluación; los grupos se muestran 
separados a fin de ajustar la escala. Las diferencias estadísticamente significativas entre las 
latencias del entrenamiento y la evaluación del grupo SD-veh se indican mediante diferentes 
letras (prueba de Wald).  Las diferencias estadísticamente significativas entre las latencias de los 
grupos en la evaluación se indican con números distintos (prueba de razón de verosimilitud). n = 
9 por grupo. 

En primer lugar, se observa en el grupo SD-veh una latencia mediana (Q1; Q3) 

de 9 s (5; 11) en la sesión de entrenamiento y de 136 s (98; 157) en la sesión de 

evaluación; la prueba de Wald sobre el modelo lineal generalizado mixto arrojó un 

aumento estadísticamente significativo (Prueba de Wald: χ2
(1) = 178,88; p < 0,0001), con 

una media marginal estimada (MME) en la evaluación 17 veces mayor que en el 

entrenamiento (MME del entrenamiento: 8,56 s; MME de la evaluación: 146,44 s). Esto 

indica que animales sometidos a la tarea de EI condicionados con un shock débil 

cambian su comportamiento frente a una segunda exposición al contexto condicionado, 

es decir que muestran retención de la memoria de largo término. En segundo lugar, el 

grupo SI-TubA muestra una latencia mediana de 9 s (7; 11 s), cuya diferencia con el 

grupo SD-veh en la sesión de evaluación es estadísticamente significativa (Prueba de 

razón de verosimilitud: χ2
(1) = 128,93; p < 0,0001). La MME del grupo SD-veh fue 15 

veces mayor que la del grupo SI-TubA (MME de SI-TubA: 9,44 s). En este caso 

observamos que el grupo SI-TubA, que recibió el estímulo aversivo pero no fue 

condicionado al contexto, muestra una latencia significativamente menor que el grupo 

que muestra retención de la memoria (SD-veh) y que, a su vez, la mediana de retención 

del grupo SI-TubA es similar a la del grupo SD-veh previo al condicionamiento (Figura 
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5-B). La latencia observada en el grupo SI-TubA es la esperada para animales que 

recibieron ese tratamiento (SI) pero no fueron inyectados (Esquivel, 2017), o incluso 

para animales inyectados con vehículo en el hipocampo (ver Figura 6). Esto indica que 

ni las inyecciones per se,  ni las drogas administradas (veh o TubA) afectan las latencias 

de estos animales en la evaluación y que comportamentalmente son controles similares. 

Para evaluar la especificidad temporal (ventana de efecto) de la TubA sobre la 

memoria, se entrenaron dos grupos de animales con un mismo refuerzo (SD) y se les 

administró la misma droga (TubA) pero en momentos diferentes: un grupo recibió la 

droga inmediatamente después del entrenamiento (0h) y el otro, 3 horas más tarde (3h; 

Figura 5-A). 

 

 
Figura 5: La Tubastatina A facilita la memoria de largo término cuando se administra 
inmediatamente después del entrenamiento, pero no 3 h después 
(A) Procedimiento experimental. (B) Latencias de entrada durante el entrenamiento; las 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos se indican mediante diferentes letras 
(prueba de razón de verosimilitud) (C) Latencias de entrada durante la evaluación. Las diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos se indican mediante diferentes letras (prueba de 
razón de verosimilitud). n = 9 por grupo. 

En el entrenamiento se registraron latencias medianas (Q1; Q3) de 16 (11; 

18) y 11 s (6; 15) para los grupos SD-TubA-0h y SD-TubA-3h, respectivamente, sin 

diferencias estadísticas significativas (Figura 5-B; Prueba de razón de verosimilitud: 

χ2
(1) = 2,415; p < 0,1202). En la evaluación las latencias medianas (Q1; Q3) fueron 
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de 281 (221; 300) y 131 s (73; 147), una diferencia que fue estadísticamente 

significativa (Figura 5-C; Prueba de razón de verosimilitud: χ2
(1) = 14,904; p = 0,0001). 

La MME del grupo SD-TubA-0h fue más del doble de la del grupo SD-TubA-3h (MME, 

SD-TubA-0h: 244 s; SD-TubA-3h: 121 s). Concluimos de estos resultados que el 

efecto facilitador de la TubA tiene una ventana acción que se cierra antes de las 3 

horas posteriores al entrenamiento, indicando un efecto durante la ventana de 

consolidación de esta memoria. 

Para evaluar la especificidad de acción anatómica de la TubA, se entrenaron 

animales en la tarea de EI e inmediatamente después fueron inyectados con vehículo 

o Tubastatina A en el hipocampo; los grupos fueron: SD-veh, SD-TubA, SF-veh y un 

grupo control SI-veh (Figura 6-A, B). 

 

 
Figura 6: La administración intrahipocampal de Tubastatina A es suficiente para facilitar la 
consolidación de la memoria de EI 
(A) Procedimiento experimental. (B) Sitios de las inyecciones. (C) Latencias de entrada de los 
grupos durante el entrenamiento y (D) durante la evaluación a 2 (E1) y 8 días (E2). Las letras 
distintas indican diferencias estadísticas significativas entre los grupos mediante prueba de Tukey 
(las comparaciones son intrasesión). n= SI-veh: 6, SD-veh: 8, SF-veh: 6 y SD-TubA: 7. 
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Las medianas (Q1; Q3) de las latencias durante el entrenamiento fueron 11,5 (9; 

12,5), 8 (7; 13) y 8 s (7,3; 11) para los grupos SD-veh, SD-TubA y SF-veh 

respectivamente; no se observaron diferencias estadísticas significativas (Figura 6-C; 

Prueba de razón de verosimilitud: χ2
(2) =0,916; p = 0,6326). En la primera sesión de 

evaluación (E1), el grupo SI-veh registró una latencia mediana de 13,5 s (10,25; 16,75), 

mientras que para el grupo SD-veh fue de 151,5 s (105,8; 188,8) y de 300 s (300; 300) 

para los grupos SD-TubA y SF-veh. En la segunda sesión de evaluación (E2), se 

observaron medianas similares a E1, a saber: 7 (4,8; 8,5), 154,5 (107,5; 193,8), 300 

(300; 300) y 300 (300; 300) para los tratamientos SI-veh, SD-veh, SD-TubA y SF-veh, 

respectivamente. La prueba de Wald sobre el modelo lineal generalizado mixto de los 

datos de las evaluaciones fue significativa para la variable tratamiento (Figura 6-D; χ2
(3) 

= 145,165; p < 0,0001) mas no así para la variable tiempo de evaluación (χ2
(1) = 0,348, 

p = 0,5551) ni para la interacción entre ambas variables (χ2
(3) = 1,339; p = 0,7199). Esto 

indica que la variable tratamiento explica las variaciones observadas entre grupos y que 

los mismos no variaron entre las dos evaluaciones. La MME del grupo SI-veh fue de 

28,9 s en E1, significativamente menor que la de los demás grupos (SD-veh: 152,3 s; 

SD-TubA: 288,9 s; SF-veh: 280 s). La prueba de Tukey entre el grupo SI-veh y cada uno 

de los tres grupos restantes en E1 fue significativa (p < 0,0001 para cada una de las tres 

comparaciones). De igual manera, el tratamiento SD-veh mostró una MME 

significativamente menor que SD-TubA y SF-veh (p = 0,0002 y 0,0005, 

respectivamente). Los tratamientos SD-TubA y SF-veh no difirieron entre sí (p = 0,9956). 

En síntesis, animales que recibieron un estímulo débil (SD) y TubA intrahipocampal 

muestran latencias significativamente mayores que animales que también recibieron el 

estímulo débil pero vehículo, y similares a la de animales que recibieron un estímulo 

más fuerte (SF) y vehículo. En la segunda sesión de evaluación (E2) se registraron 

resultados similares: las MME fueron 21,7, 153,4, 259,1 y 285,8 s para los grupos SI-

veh, SD-veh, SD-TubA y SF-veh, respectivamente. La prueba de Tukey indicó 

diferencias significativas entre SI-veh y los grupos SD-veh, SD-TubA, SF-veh (p < 

0,0001 para cada una de las tres comparaciones); también entre SD-veh y SD-TubA, 

SF-veh (p = 0,0032 y 0,0002, respectivamente). Los tratamientos SD-TubA y SF-veh no 

difirieron entre sí (p = 0,8932). 

Estos resultados prueban que la inhibición de KDAC6 en el hipocampo es 

suficiente para facilitar la memoria de EI y que la retención de la memoria facilitada 

persiste hasta al menos 8 días después del entrenamiento. 
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2.3.2 Efecto de la inhibición de KATs 

Para estudiar el efecto de la inhibición de KATs sobre la memoria de largo 

término empleamos dos compuestos: el inhibidor de HATs 2 (Hi2) y la Remodelina (Re). 

El protocolo, esquematizado en la Figura 7-A, se describe a continuación: los ratones 

fueron entrenados en la tarea de EI con un shock fuerte e inyectados con vehículo, Hi2 

o Re (grupos SF-veh, SF-Hi2 y SF-Re respectivamente). Como control, se utilizó un 

grupo shock inmediato inyectado con vehículo (SI-veh); todas las inyecciones fueron 

administradas inmediatamente después del entrenamiento de forma intrahipocampal 

(Figura 7-B). 

 

 
Figura 7: La Remodelina facilita la consolidación de la memoria de EI mientras que el Hi2 no 
muestra efecto 
(A) Procedimiento experimental. (B) Sitios de las inyecciones. (C) Latencias de entrada de los 
grupos durante el entrenamiento y (D) durante la evaluación a 2 (E1) y 8 días (E2). Las letras 
distintas indican diferencias estadísticas significativas entre los grupos mediante prueba de Tukey 
(las comparaciones son intrasesión). n=8 para cada grupo. 

En la sesión de entrenamiento se observaron latencias medianas (Q1; Q3) de 8 

(6,7; 12,3), 8 (4; 14) y 10 s (7,8; 10,8) para los grupos SF-veh, SF-Hi2 y SF-Re 

respectivamente; no se obtuvieron diferencias estadísticas entre los grupos (Figura 7-
C; Prueba de máxima verosimilitud: χ2

(2) =1,643; p = 0,4398). En la primera sesión de 
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evaluación se registraron las siguientes latencias medianas: 4 (3; 5,3), 214 (145; 300), 

127 (111,8; 172,2) y 300 s (300; 300). En la segunda sesión de evaluación se registraron 

las siguientes latencias medianas: 2,5 (2; 4,8), 194 (81,3; 300), 244 (80; 300) y 300 s 

(300; 300). La prueba de Wald sobre el modelo lineal generalizado mixto de los datos 

de las evaluaciones fue significativa para la variable tratamiento (Figura 7-D; χ2
(3) = 

202,635; p < 0,0001) mas no así para la variable tiempo de evaluación (χ2
(1) = 1,927; p 

= 0,1651) ni para la interacción entre ambas variables (χ2
(3) = 3,637; p = 0,3035). Esto 

indica que la variable tratamiento explica las variaciones observadas entre grupos y que 

los mismos no variaron significativamente entre las dos evaluaciones. La MME del grupo 

SI-veh fue de 22,1 s en E1, significativamente menor que la de los demás grupos (SF-

veh: 210,5; SF-Hi2: 150,6 s; SF-Re: 321,8 s). La prueba de Tukey entre el grupo SI-veh 

y cada uno de los tres grupos restantes en E1 fue significativa (p < 0.0001 en cada una 

de las tres comparaciones). La MME de los grupos SF-veh y SF-Hi2 no se diferenciaron 

entre sí (p = 0,151) más si fueron significativamente menores que la del grupo SF-Re (p 

= 0,0035 y <0,0001, respectivamente). En la segunda sesión de evaluación (E2) se 

registraron resultados similares: las MME fueron 19,3, 145,8, 123,6 y 321,8 s para los 

grupos SI-veh, SF-veh, SF-Hi2 y SF-Re, respectivamente. La prueba de Tukey indicó 

diferencias significativas entre SI-veh y SF-veh, SF-Hi2, SF-Re (p < 0,0001 para cada 

una de las tres comparaciones); también entre SF-Re y los grupos SF-veh y SF-Hi2 (p 

< 0.0001 para ambas comparaciones). Los tratamientos SF-veh y SF-Hi2 no difirieron 

entre sí (p = 0,8578). 

Estos resultados apuntan a que la administración intrahipocampal de Hi2 

inmediatamente después del entrenamiento no tiene efecto sobre la consolidación de la 

memoria evaluada y que la administración intrahipocampal de Remodelina a este tiempo 

tiene un fuerte efecto facilitador de la misma. 

Posteriormente, evaluamos si la administración intrahipocampal de Remodelina 

alteraba los niveles de AcLys (lisinas acetiladas en tubulina, desarrollado en el próximo 

capítulo), acetil-α-tubulina (lisina 40) o acetil-H3, 45 minutos después de su inyección 

en ratones naïve (Figura 8). 
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Figura 8: La Remodelina no altera los niveles de AcLys, acetil-α-tubulina ni acetil-H3 en el 
hipocampo de ratón 45 minutos luego de su administración 
Se administró Remodelina intrahipocampal a ratones naïve y, luego de 45 minutos, se realizaron 
extractos de proteínas hipocampales en los cuales se midieron los niveles de acetilación. (A) Sitios 
de inyección. (B) Niveles de AcLys en homogenatos totales y (C) en extractos enriquecidos en 
densidades posinápticas. (D) Niveles de histona 3 acetilada. (E) Niveles de acetil-α-tubulina en 
homogenatos totales y (F) en extractos enriquecidos en densidades posinápticas. Con puntos 
negros y líneas horizontales se muestran la media ± error estándar por grupo, respectivamente. 
Los datos se presentan relativizados a la media del grupo Ctrl. Debajo de cada gráfico se muestran 
bandas representativas de AcLys, Ponceau, acetil-α-tubulina y acetil-histona 3. prueba t de 
Student. n= Ctrl: 9-10, TubA: 7-9. 
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Los niveles medios (± error estándar) de AcLys fueron 100 (13,6) y 75 (12) en 

extractos HT y 100 (10) y 77 (7) en extractos eDPS, para los grupos Ctrl y Re 

respectivamente. Estas diferencias no fueron significativas (Prueba t de Student: HT, t 

(14) = 1,334; p = 0,2035. eDPS: t (14) = 1,753; p = 0,1015). Los niveles de histona 3 

acetilada no fueron estadísticamente diferentes (Media (± error estándar): Ctrl: 100 

(19,4); Re: 98 (19,4). Prueba t de Student: t (16) = 0,057; p = 0,955). Los valores medios 

(± error estándar) de acetil-α-tubulina fueron 100 (4) y 95,6 (11) en extractos HT y 100 

(6) y 92 (7) en extractos eDPS, para los grupos Ctrl y Re respectivamente. Estas 

diferencias no fueron significativas (Prueba t de Student: HT, t (15) = 0,405; p = 0,6913. 

eDPS: t (15) = 0,929; p = 0,3678). 

Estos resultados muestran que la administración intrahipocampal de Remodelina 

no altera los niveles de AcLys, acetil-H3 ni acetil-α-tubulina, ni en extractos totales como 

tampoco en extractos sinápticos, al ser evaluado 45 minutos luego de la administración. 

2.4 Discusión 

Los hallazgos presentados en este capítulo, primeramente, confirman que la 

Tubastatina A tiene un efecto facilitador sobre la consolidación de la memoria de largo 

término a la vez que revelan que la acción de este inhibidor específico de KDAC6 sobre 

la memoria tiene una ventana de acción que se cierra antes de las tres horas. Además, 

su aplicación directa en el hipocampo es suficiente para que ejerza su efecto facilitador. 

En segundo lugar, se reporta que la Remodelina tiene un efecto facilitador de la memoria 

de largo término. Finalmente, el inhibidor de p300 Hi2, administrado inmediatamente 

después del entrenamiento, no tiene efectos sobre la memoria en las concentraciones 

empleadas. 

En un trabajo previo del laboratorio se ha mostrado que la Tubastatina A facilita 

la memoria de largo término cuando es administrada de forma intraperitoneal e 

inmediatamente después del entrenamiento de evitación inhibitoria (Esquivel, 2017). 

Dado que no existen reportes en la bibliografía científica sobre los efectos de la 

Tubastatina A sobre la consolidación de la memoria, quisimos indagar si el efecto que 

observábamos sobre la conducta de los animales era debido a la facilitación de la misma 

o un efecto inespecífico. Hay evidencia de que la TubA ejerce efectos ansiolíticos (S. 

Shen et al., 2020), por lo que la respuesta de animales entrenados en la tarea de EI e 

inyectados con TubA podría deberse a este efecto. Nuestros hallazgos muestran que 

este no es el caso, dado que animales que no fueron condicionados al contexto, aunque 

sí recibieron el estímulo aversivo y la TubA (SI-TubA), responden con bajas latencias de 

entrada al aparato de condicionamiento de EI. Esta respuesta es comparable con la de 
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animales que son expuestos por primera vez al aparato (en la fase entrenamiento) o 

animales con un tratamiento SI administrados con vehículo y es claramente diferente de 

animales condicionados al contexto (Figura 4). 

La consolidación de memorias presenta ventanas de sensibilidad a la acción de 

distintos fármacos, lo que responde a la dinámica molecular de dicho proceso. Por 

ejemplo, el inhibidor de la vía de ERK1/2, U0 126, tiene efecto amnésico sobre la 

memoria de largo término cuando es administrado en el hipocampo inmediatamente o 

3 después del entrenamiento en la tarea de evitación inhibitoria, pero no tiene efecto en 

tiempos intermedios o posteriores (Rossato et al., 2004). De forma similar, la 

administración de anisomicina, un inhibidor de la síntesis proteica, tiene un efecto 

amnésico sobre la memoria de largo término cuando es administrada en el hipocampo 

en tiempos cercanos al entrenamiento en la tarea de evitación inhibitoria y entre 3 y 6 

horas más tarde (Igaz et al., 2002). También en esta tarea la inhibición de NK-κB por 

sulfasalazina suprime la retención de la memoria inmediatamente después del 

entrenamiento pero no luego de 3 horas (Freudenthal et al., 2005). La acción de la TubA 

fue evaluada en dos tiempos en este trabajo, inmediatamente y 3 horas después del 

entrenamiento (Figura 5). Hallamos efecto sobre la memoria de largo término 

únicamente cuando la droga fue administrada inmediatamente después del 

entrenamiento. Esto sugiere que KDAC6 tiene un rol relevante en la consolidación 

temprana de la memoria. En un estudio en ratas de 2014 se observó que la TSA, 

inhibidor inespecífico de KDACs (KDAC6 incluida), administrada en el hipocampo luego 

de 0 o 3 horas del entrenamiento, causaba una facilitación de la memoria de largo 

término en la tarea de evitación inhibitoria. Este efecto no se observaba cuando la TSA 

era administrada 1,5 o 6 horas luego del entrenamiento (Blank et al., 2014). Estas 

observaciones refuerzan la idea de que KDAC6 es relevante en la consolidación 

temprana de la memoria, pero no en tiempos más tardíos. Que la TSA tenga efecto 

también a las 3 horas podría explicarse por la inhibición de KDACs nucleares que 

regulan la transcripción. Este efecto facilitador temprano se observa también con otros 

inhibidores como el crebinostat (que inhibe a KDAC1, 2, 3 y 6; Dama & Sharma, 2024) 

y el butirato de sodio (inhibidor de KDACs de clase I y IIa; Blank et al., 2014). 

Una misma vía molecular o proteína presente en las distintas regiones del 

cerebro que participan de la consolidación de una memoria puede presentar dinámicas 

de acción diferentes en cada una de esas regiones. Como se mencionó en el párrafo 

anterior, la inhibición de la vía de ERK1/2 en el hipocampo a 0 y 3 horas después del 

entrenamiento produce amnesia, pero cuando la inhibición es en la corteza entorrinal o 

en la corteza cingulada posterior el efecto se ve, adicionalmente, a las 0,5 y 1,5 horas; 
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cuando la inhibición es en la corteza parietal posterior el efecto amnésico se observa a 

0, 1,5, 3 y 6 horas (Rossato et al., 2004). La inhibición de KDACs con TSA en la 

amígdala produce facilitación de la memoria de largo término cuando la infusiones se 

dan 1,5, 3 o 6 horas pero no inmediatamente después del entrenamiento (Valiati et al., 

2017). Como ya hemos citado, la TSA intrahipocampal facilita la memoria de evitación 

inhibitoria a 0 o 3 pero no 1,5 o 6 horas después del condicionamiento (Blank et al., 

2014). Nuestros resultados revelan que la inhibición de KDAC6 en el hipocampo e 

inmediatamente después del entrenamiento es suficiente para facilitar la consolidación 

de la memoria de largo término (Figura 6). Esto implica que alguna o algunas de las 

proteínas blanco de KDAC6 cambian sus niveles de acetilación en respuesta a los 

procesos moleculares asociados a la formación de memorias. Este asunto será 

abordado en el siguiente capítulo. 

El uso de inhibidores de KDACs es una estrategia ampliamente difundida para 

el estudio del rol de dichas enzimas en los procesos de memoria, mas no así el uso de 

inhibidores de KATs. Un estudio realizado en abejas reporta un efecto amnésico del 

garcinol, inhibidor de p300 y PCAF, sobre la consolidación de largo término de una 

memoria asociativa olfatoria. También se reportó un efecto amnésico del c646, inhibidor 

específico de p300, sobre la memoria de corto y de largo término. A su vez, la 

administración conjunta de actinomicina D, un intercalante de ADN que inhibe la 

transcripción, abolió el efecto amnésico del garcinol pero no el del c464. Los autores 

argumentan que las KATs intervienen en la consolidación de la memoria por 

mecanismos dependientes e independientes de transcripción génica, es decir acetilando 

proteínas histonas y no histonas, respectivamente (Merschbaecher et al., 2016). Los 

mismos inhibidores también muestran efecto amnésico sobre la memoria de largo 

término en ratas (Maddox, Watts, Doyère, et al., 2013; Maddox, Watts, & Schafe, 2013). 

En este trabajo hallamos, por un lado, que el inhibidor de HATs-2 (Hi2), un potente 

inhibidor de p300 (Costi et al., 2007), no mostró efecto sobre la consolidación de la 

memoria de EI (Figura 7). La Remodelina, por otro lado, mostró un efecto facilitador de 

la memoria. Existe poca evidencia sobre cuál o cuáles son las proteínas blanco de este 

inhibidor. Las empresas que lo comercializan declaran que es un inhibidor de la KAT 

NAT10. Esta asociación fue realizada en una investigación sobre laminopatías en un 

modelo celular (Larrieu et al., 2014). En el mencionado estudio encuentran que la 

remodelina interactúa con NAT10 en ensayos de pull-down, y que tanto mutantes de 

NAT10 para su actividad acetiltransferasas como el uso de Remodelina eran capaces 

de rescatar los efectos del modelo de laminopatía sobre la morfología nuclear. 

Resultados similares fueron hallados empleando células derivadas de pacientes con 
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laminopatías. Los investigadores también presentan evidencia de que la NAT10 tiene 

capacidad de acetilar tubulina. Por otro lado, el mismo año se reportó que la NAT10 es 

capaz de catalizar la acetilación de ARN (Ito et al., 2014). Luego, en 2021 se publicó un 

estudio en Cartas de Química Medicinal ACS donde los autores concluyen que 

efectivamente la NAT10 tiene capacidad de acetilar ARN y, en menor medida, tubulina. 

Sin embargo, según los autores del trabajo, la Remodelina no tiene capacidad de inhibir 

la acetilación de ARN dependiente de NAT10 ni de unirse a su sitio de acetiltransferasa 

(Shrimp et al., 2021). Se reporta también en el mismo estudio que la Remodelina tendría 

capacidad de interactuar con múltiples proteínas en la célula. Nuestros resultados 

muestran un claro efecto facilitador de la Remodelina, aunque queda por dilucidar su 

mecanismo de acción. Los datos presentados en la Figura 8 muestran que la 

Remodelina administrada de forma intrahipocampal en ratones naïve no afecta los 

niveles de AcLys ni acetil-α-tubulina en extractos totales ni eDPS, como tampoco los 

niveles de acetil-H3, al menos 45 minutos luego de su administración. Esto apoya la 

idea de que el efecto facilitador de la Remodelina podría ser mediante modificaciones 

del ARN.



3 Capítulo 3: Modulación de la acetilación de tubulina 
hipocampal 

3.1 Introducción 

3.1.1 Microtúbulos y tubulina 

Los microtúbulos (MT) son estructuras cilíndricas y huecas que constituyen uno 

de los tres componentes del citoesqueleto filamentoso de todas las células animales 

(Figura 9). Son polímeros proteicos conformados por dímeros de las proteínas 

globulares α-tubulina y β-tubulina. Los MT participan en varias funciones celulares, 

como el transporte intracelular, la división y el movimiento. En las neuronas, los MT 

forman paquetes densos que recorren todo el largo de los axones y las dendritas 

(Schätzle et al., 2018). 

Los MT están polarizados, con un extremo “mas” (β-tubulina) y un extremo 

“menos” (α-tubulina). El extremo mas tiene una tasa de crecimiento rápida mientras que 

el extremo menos tiene una tasa de crecimiento lenta. En los axones, el extremo mas 

se orienta en sentido distal respecto del soma, mientras que en las dendritas la 

orientación es mixta (Waites et al., 2021). 

Figura 9: Los microtúbulos son estructuras dinámicas 
Las neuronas poseen MT acentrosomales conformados por dímeros de α- y β-tubulina. Son 
filamentos polarizados con un extremo mas (β-tubulina) y un extremo menos (α-tubulina). En los 
axones, el extremo mas se orienta en sentido distal respecto del soma, mientras que en las 
dendritas la orientación es mixta. Los MT poseen inestabilidad dinámica, cualidad por la cual pasan 
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de una fase de crecimiento a una de acortamiento (catástrofe) y viceversa (rescate). (Modificado 
de Waites et al., 2021). 

La polimerización de lo MT ocurre a partir de dímeros de tubulina solubles unidos 

a trifosfato de guanosina (GTP, por sus siglas en inglés). Una vez incorporados los 

dímeros, es activada la actividad GTPasa de la β-tubulina y el GTP es hidrolizado a 

difosfato de guanosina (GDP, por sus siglas en inglés). La mayor parte de los 

heterodímeros de un MT están unidos a GDP, excepto el extremo mas, que suele 

presentar heterodímeros unidos a GTP, lo cual ayuda a estabilizar al MT en su totalidad. 

Cuando el MT acumula una cantidad crítica de heterodímeros unidos a GDP en el 

extremo mas, el MT se vuelve inestable y se despolimeriza. Este proceso se conoce 

como catástrofe. Los MT alternan entre estados de despolimerización y de 

polimerización, una cualidad conocida como inestabilidad dinámica de los MT (Carmona 

et al., 2023). 

La inestabilidad dinámica de los MT es modulada por los motores dependientes 

de MT dineína y kinesina, proteínas asociadas a MT (MAPs, por sus siglas en inglés) y 

modificaciones postraduccionales (MPT). Estas últimas pueden ser fosforilaciones, 

poliaminaciones, tirosinaciones y acetilaciones, entre otros. La mayoría de estas MPT 

suceden en residuos C-terminales expuestos en la cara externa del MT. Una excepción 

a esta regla es la acetilación de la lisina 40 de α-tubulina, la cual se encuentra en la cara 

interna del MT (lumen) (Waites et al., 2021). 

La acetilación de la lisina 40 (K40) es conocida como sitio canónico en estudios 

de acetilación de tubulina. En muchos de los reportes en la bibliografía científica donde 

la acetilación de tubulina es estudiada, se emplean anticuerpos que reconocen la 

acetilación sobre K40. Estos anticuerpos fueron sintetizados a partir de un mismo clon, 

el 6-11B-1 (Acetylated Alpha Tubulin Anticuerpo (6-11B-1) | SCBT - Santa Cruz 

Biotechnology). Sin duda que K40 no es el único residuo que puede ser acetilado; otras 

lisinas acetilables de ratón son K60, K112, K124, K352 y K370 en α-tubulina y K58, 

K103, K154, K174 y K216 de y K394 en β-tubulina (Figura 10). En humanos se han 

descubierto aún más. Las funciones de todas estas modificaciones y las enzimas que 

las regulan todavía no se conocen por completo (N. Liu et al., 2015). 
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Figura 10: Representación estructural de la tubulina de ratón mostrando la distribución de lisinas 
acetilables identificadas 
Todas las esferas de colores identifican las lisinas acetilables conocidas, tanto en α-tubulina como 
en β-tubulina. Las de color rojo marcan los sitios que son sustrato de la actividad de KDAC6. Las 
esferas verdes marcan los sitios no relacionados a la actividad de KDAC6. Las esferas amarillas 
marcan sitios cuya relación con la actividad de KDAC6 es desconocida. (Modificado de Liu et al., 
2015). 

La acetilación de tubulina afecta tanto su estructura como sus funciones. Por un 

lado, se ha observado que los MT acetilados son más resistentes a los agentes 

despolimerizantes, como el frío o el nocodazol. Observaciones como esas han llevado 

a la conclusión de que la acetilación estabiliza a los MT aunque este efecto también se 

le ha atribuido a la unión de KDAC6 a los MT, unión que aumenta cuando la enzima es 

inhibida (Asthana et al., 2013). Se ha propuesto que la acetilación de K40 aumenta la 

flexibilidad de los MT y por lo tanto su resistencia al estrés mecánico. La acetilación de 

K40 induciría cambios conformacionales que causan una interacción más débil entre los 

monómeros de tubulina, haciéndola más resistente a las fuerzas mecánicas (Cueva 

et al., 2012). Por otro lado, la acetilación de MT afecta al tráfico intracelular. En 

dendritas, los motores moleculares kinesina 1 y kinesina 3 mueven cargas en sentido 

retrógrado sobre MT altamente acetilados y en sentido anterógrado sobre MT con baja 

acetilación, respectivamente (Tas et al., 2017). También se ha observado que la 

acetilación de los MT afecta su interacción con MAPs, como tau (G. Lee & Rook, 1992). 
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La acetilación de tubulina es un proceso reversible. La principal enzima KAT del 

sitio K40 es aTAT1 (Shida et al., 2010). Otras KATs que acetilan K40 son el complejo 

ARD1-NAT1, Elp3, GCN5 y NAT10 (Conacci-Sorrell et al., 2010; Creppe et al., 2009; 

Ohkawa et al., 2008; Q. Shen et al., 2009). El residuo K252 de β-tubulina es acetilado 

por la enzima San (Chu et al., 2011). La deacetilación es llevada a cabo por dos 

enzimas, KDAC6 y SIRT2. Ambas enzimas son capaces de actuar tanto sobre tubulina 

soluble como sobre tubulina polimérica, aunque KDAC6 tiene preferencia por la primera 

(Hubbert et al., 2002; Matsuyama et al., 2002; Miyake et al., 2016; North et al., 2003; 

Zhao et al., 2010). 

3.1.2 Rol de los MT en plasticidad sináptica y memoria 

Los cambios dinámicos en el citoesqueleto subyacen a la plasticidad sináptica, 

la cual, a su vez, subyace a los procesos de memoria y aprendizaje. La dinámica de los 

MT es alterada por fenómenos de plasticidad. En un estudio in vitro en neuronas y 

rebanadas de hipocampo de rata, se observó que los MT ingresan preferentemente a 

espinas dendríticas que se encuentran atravesando una reorganización del 

citoesqueleto de actina dependiente de actividad sináptica. En más detalle, la aplicación 

de metacolina (un agente que induce potenciación de largo término, LTP por sus siglas 

en inglés) con y sin tetrodotoxina (reduce la actividad neuronal bloqueando los canales 

de sodio dependientes de voltaje), por un lado, y la aplicación de NMDA con 

tetrodotoxina, por otro lado, aumentan las entradas de los MT a las espinas dendríticas 

(Schätzle et al., 2018). Observaciones similares se realizaron en cultivos disociados de 

neuronas de hipocampo de ratón (Merriam et al., 2013). 

En cuanto a memoria y aprendizaje, se ha demostrado que afectar la estabilidad 

de los MT causa deficiencias en la formación de memorias. Una demostración de ello la 

han logrado investigadores que generaron ratones mutantes knockout para la proteína 

stathmin, la cual regula negativamente a los MT y es abundante en la amígdala lateral. 

Esta mutación ocasiona MT más estables, por lo tanto, menos dinámicos. Los ratones 

knockout para stathmin mostraron ser deficientes en LTP y en memoria de miedo a largo 

término (Shumyatsky et al., 2005). En consonancia con lo previo, se ha concluido que 

los cambios en la tasa de recambio de los MT en el hipocampo son necesarios para, y 

un marcador de, plasticidad sináptica subyacente a la formación de memorias (Fanara 

et al., 2010). Los investigadores utilizaron un isótopo estable para medir la tasa de 

recambio de tubulina y encontraron que el aprendizaje de miedo condicionado inducía 

un aumento en la tasa de recambio de la tubulina asociada a la Proteína 2 Asociada a 

MT (MAP2 por sus siglas en inglés; marcador de tubulina dendrítica) y de la tubulina 

resistente al frío (MT hiper-estables presentes solamente en neuronas). El tratamiento 
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con nocodazol (agente despolimerizante de MT) impedía la incorporación del isótopo 

estable a los MT y la formación de memoria. Los efectos del nocodazol sobre los MT y 

la memoria eran rescatados con la aplicación del agente estabilizante de MT, Taxol. 

Podemos decir, basados en la evidencia bibliográfica, que los cambios 

morfológicos y moleculares en la sinapsis son sustrato de los procesos de memoria y 

aprendizaje y que la dinámica de los MT participa activamente en estos cambios y 

procesos. 

3.1.3 Proteína de densidad posináptica 95 (PSD95) 

La Proteína de la Densidad Posináptica 95 (PSD95, por sus siglas en inglés) 

pertenece a la superfamilia de guanilato quinasas asociadas a membrana (MAGUK, por 

sus siglas en inglés) y es el miembro mejor caracterizado. Estructuralmente, posee tres 

dominios PDZ, un dominio SH3 y un dominio guanilato quinasa, los cuales funcionan 

como dominios de interacción proteína-proteína. PSD95 pertenece al grupo de 

proteínas conocidas como proteínas de andamiaje, ya que funcionan como andamios 

que ensamblan complejos moleculares grandes en sitios específicos de la célula (Kim 

& Sheng, 2004). 

PSD95 es un componente principal de la densidad posináptica y un marcador de 

sinapsis excitatorias. Interactúa con los receptores de glutamato tipo AMPA y NMDA, 

como así también con proteínas del citoesqueleto como actina y tubulina (Dosemeci 

et al., 2007). Particularmente, con los MT interactúa por intermedio de la proteína EB3 

(Sweet et al., 2011). 

PSD95 participa en procesos de plasticidad sináptica y memoria. En un modelo 

knockdown para PSD95 con ARN interferente in vitro, se observó que niveles reducidos 

de PSD95 llevaban a un menor crecimiento en el tamaño de espinas dendríticas tras 

una LTP inducido químicamente, a su vez que aumentaba el recambio de las espinas. 

Los autores del trabajo concluyeron que niveles apropiados de PSD95 son necesarios 

para la estabilización de las sinapsis en fases iniciales, aunque no para inducción ni 

expresión temprana, de la potenciación sináptica (Ehrlich et al., 2007). El mismo grupo 

de investigación describió unos años antes que PSD95 controla la externalización de 

receptores de glutamato tipo AMPA tanto durante la LTP como en la plasticidad sináptica 

inducida por la experiencia (Ehrlich & Malinow, 2004). En situaciones de aprendizaje, se 

observó que la tarea espacial de MWM induce el reclutamiento de receptores de 

glutamato tipo NMDA y PSD95 a balsas lipídicas, las cuales son regiones de la 

membrana plasmática que participan de la transducción de señales y la 

compartimentalización de la membrana (Delint-Ramírez et al., 2008). Se encontró que 
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PSD95 es importante para la formación de memorias de miedo precisas y para el 

mantenimiento de memorias remotas, aunque no para formación y expresión de 

memorias de largo término recientes (Fitzgerald et al., 2015). Empleando la tarea de 

evitación inhibitoria, se observó que el anestésico Sevoflurano impedía la formación de 

memorias de corto término de forma dependiente de la expresión de PSD95 y 

receptores AMPA en el hipocampo de ratones (Jiao et al., 2019). 

El estudio de proteínas de la sinapsis puede abordarse a partir de extractos de 

cerebro que son sometidos a centrifugaciones diferenciales y al tratamiento con 

detergentes. La fuerza del detergente empleado afecta la posibilidad de obtener 

extractos sinápticos cuyas interacciones proteína-proteína se mantengan intactas o no 

(Lautz et al., 2019). En este trabajo empleamos un protocolo de fraccionamiento 

subcelular a partir de hipocampo de ratón, los cuales son tratados con los detergentes 

Tritón 1% y luego con LDS 3%. El primer tratamiento con tritón no es suficientemente 

fuerte como para desarmar los agrupamientos proteicos fuertemente unidos pero el 

tratamiento con LDS si lo es, evidenciado por la ausencia y presencia de PSD95 en 

membranas de Western Blot, respectivamente (Salles et al., 2015). Estos extractos 

enriquecidos en PSD95 (extractos enriquecidos en densidades posinápticas, eDPS) nos 

permiten evaluar la cantidad relativa de PSD95 en dicha fracción subcelular. A su vez, 

la relación de la cantidad de PSD95 en extractos eDPS con la cantidad en extractos 

totales nos da una medida del agrupamiento o clustering de PSD95. Es decir, la cantidad 

de PSD95 en extractos eDPS son un reflejo del PSD95 que se encontraba fuertemente 

unido y resistió al tratamiento con tritón. Luego, la cantidad de PSD95 en eDPS 

relativizada a la cantidad total de PSD95 en el tejido (extracto total) refleja, en alguna 

medida, cuánto PSD95 mantenía fuertes uniones resistentes a tritón del total de PSD95 

en el tejido. 

En esta sección del trabajo nos propusimos estudiar la capacidad de inhibidores 

de KDACs de preservar la acetilación de tubulina in vitro y el efecto de la TubA sobre la 

acetilación de tubulina in vivo. También estudiamos los cambios inducidos por el 

entrenamiento de EI y la TubA sobre la acetilación de tubulina, de histona 3 y sobre los 

niveles y el clustering de PSD5, tanto a 15 como a 45 minutos luego del entrenamiento. 

3.2 Materiales y métodos 

3.2.1 Animales 

Se utilizaron ratones macho CF-1 (Fundacal, Buenos Aires, Argentina) de 60-70 

días de edad y 25-30 g de peso corporal. Para el experimento cuyos resultados se 

muestran en la Figura 16 se utilizaron machos y hembras CF-1. Fueron alojados en 
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grupos de 4 a 5 animales (sexos separados) y permanecieron alojados de esa manera 

durante los procedimientos experimentales. Los ratones se mantuvieron en una 

habitación mantenida entre 21 y 23°C en un ciclo de luz y oscuridad de 12 h (las luces 

se encienden a las 6:00 a. m.) con acceso ad libitum a alimento seco y agua del grifo. 

Los experimentos se realizaron de acuerdo con la Guía para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio del National Institute of Health de Estados Unidos (publicación 

NIH nº 80-23/96) y con la aprobación del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de 

la Universidad de Buenos Aires (Protocolo experimental nº 173). Se hicieron todos los 

esfuerzos posibles para minimizar el sufrimiento de los animales y reducir el número de 

animales utilizados. 

3.2.2 Drogas 

Para los ensayos con inhibidores de KDACs in vitro se utilizaron las siguientes 

concentraciones finales: TSA: 3,3 μM, TubA: 8 μM y NaB: 5mM. 

En los experimentos de inyecciones sistémicas, los ratones recibieron 

inyecciones intraperitoneales de Tubastatina A (TubA; Cayman Chemical; 40 mg/kg) 

disuelta en vehículo (veh; DMSO 15 %, PEG 10 %, TWEEN-20 2 % y solución salina), 

o un volumen equivalente de solución vehículo. El volumen inyectado fue de 300 μl. 

3.2.3 Evitación inhibitoria 

La tarea se desarrolló como se describe en la sección 2.2.4, con la diferencia 

de que no se evaluó la memoria. Tras 15 o 45 minutos desde el entrenamiento, los 

animales fueron sacrificados, se extrajeron los hipocampos y se realizaron extractos de 

proteínas como se indica en la siguiente sección. 

Para algunos experimentos se utilizaron animales naïve (N), los cuales no 

tuvieron contacto con el dispositivo experimental en ningún momento ni recibieron shock 

eléctrico. 

3.2.4 Extractos de proteínas hipocampales 

Los extractos se realizaron como se describen en la sección 2.2.5. 

Los buffers de extracción contenían los siguientes inhibidores: de proteasas, 

aprotinina 0,8 µM; pepstatina A 1,5 µM; fluoruro de fenilmetansulfonilo (PMSF) 0,5 mM; 

leupeptina 23 µM; de fosfatasas y quinasas: ortovanadato 0,2 mM; a menos que se 

indique lo contrario, de deacetilasas: tricostatina A 3,3 µM. 
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3.2.5 Western blot 

El contenido de proteínas de los extractos se midió por duplicado con el kit de 

reactivos de ensayo de proteínas BCA (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU). Para 

los ensayos de Western Blot, se añadió buffer de carga a las muestras que luego se 

incubaron a 95 °C durante 5 minutos y se colocaron inmediatamente en hielo. Se 

procesaron cantidades iguales de proteína para cada muestra mediante SDS-PAGE con 

10% de acrilamida en el gel de resolución. Luego, las proteínas se transfirieron a una 

membrana de PVDF para inmunotransferencia. La inmunomarcación se realizó con 

anticuerpos anti-lisina acetilada (AcLys; CST-9441S, dilución 1:1000), anti-α-tubulina 

(Santa Cruz Biotechnology Inc., SCBT-23948, dilución 1:7000), anti-α-tubulina acetilada 

(SCBT-23950, dilución 1:8000), siguiendo los protocolos de los fabricantes. Se utilizó el 

anticuerpo de la proteína sináptica anti-PSD95 (NeuroMab, K28/43, dilución 1:1000). 

Con los extractos nucleares se utilizaron los anticuerpos anti-histona 3 (STJ96940, 

dilución 1:2000) y anti-histona 3 acetilada en la lisina 9 (STJ90121, dilución 1:2000). La 

detección del anticuerpo secundario unido a HRP anti-ratón (CST-7076, dilución 

1:10000) o anti-conejo (SCBT-2030, dilución 1:5000) se realizó con el kit Advance ECL 

(GE Healthcare, Amersham, BM, Reino Unido) como lo describe el fabricante y las 

señales se capturaron usando Amersham Imager 600 (GE Healthcare, Amersham, BM, 

Reino Unido). La fluorescencia de los anticuerpos secundarios IRDye 680RD e IRDye 

800RD (LI-COR Biosciences) se capturó utilizando el sistema de imágenes Odyssey (LI-

COR Biosciences). La densidad óptica (OD) se estimó utilizando el software ImageJ 

1.53c. 

3.2.6 Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados usando modelos lineales generales y modelos 

lineales generales mixtos.  

Dado que algunos experimentos se realizaron en dos o tres días distintos o hay 

machos y hembras, inicialmente se modelaron modelos lineales mixtos para todos los 

experimentos y variables respuesta, con los días de experimento o el sexo de los 

animales como variable de efectos aleatorios. Luego se evaluó el término aleatorio del 

modelo con el comando ‘ranova()’ del paquete lmerTest (Kuznetsova et al., 2017); si 

la prueba para el término aleatorio no era significativa entonces se pasaba a un modelo 

sin dicho término (parsimonia). 

Los análisis de los datos presentados en las Figura 12-A-D, Figura 13-C Figura 
14-A-H, Figura 15-A-E, G-H y Figura 16-A-B se realizaron ajustando un modelo lineal 

general. 
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Los análisis de los datos presentados en la Figura 13-A-B y Figura 15-H fueron 

realizados con un modelo lineal general con pruebas de valores atípicos significativas 

(outliers). Dado que no existían razones en la obtención de los datos para remover esos 

valores, se analizaron modelos sin los mismos para comprobar si esa manipulación 

cambiaba la significancia de las pruebas de hipótesis. En ninguno de los tres casos el 

modelo sin valores atípicos logró que la significancia cruzara el punto de corte (es decir, 

que si el p-valor era menor o mayor a 0,05 en el primer modelo, seguía siendo menor o 

mayor en el modelo sin valores atípicos). En estos casos, se mantuvo el modelo con 

valores atípicos. 

La prueba de hipótesis para los datos presentados en la Figura 13-D se realizó 

mediante prueba t de Welch. 

Los análisis de los datos presentados en la Figura 15-F fueron realizados con 

un modelo lineal general mixto, con los días de experimento como variable de efecto 

aleatorio. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante las pruebas de Wald y 

post hoc de Tukey. 

El análisis estadístico y las figuras fueron generados usando los softwares R y 

Rstudio (Posit team, 2023; R Core Team, 2023). Se emplearon los paquetes stats y 

lme4 para el modelado y Dharma para corroborar los supuestos de los modelos (Bates 

et al., 2015; Harting, 2022). Para la prueba de hipótesis de diferencias entre grupos se 

realizaron las pruebas t de Student para dos grupos y análisis de la varianza (ANOVA) 

para más de dos grupos, utilizando los comandos ‘t.test()’ y ‘anova()’ del 

paquete stats y las comparaciones múltiples se realizaron con la prueba de Tukey 

utilizando el paquete emmeans (Lenth, 2023). Los gráficos se realizaron empleando los 

paquetes ggplot2, gggsignif y patchwork (Ahlmann-Eltze & Patil, 2021; Pedersen, 2024; 

Wickham, 2016). 

3.3 Resultados 

Para estudiar la acetilación empleamos dos anticuerpos, uno que reconoce 

lisinas acetiladas independientemente de la identidad de la proteína (AcLys; Cell 

Signaling CST-9441S) y otro que reconoce a la lisina 40 acetilada de α-tubulina (acetil-

α-tubulina; Santa Cruz, SCBT-23950, clon 6-11B-1), este residuo es el canónico en 

estudios de acetilación de α-tubulina. Evaluamos las bandas que reconocía el 

anticuerpo anti-AcLys en extractos totales de proteínas de hipocampo de ratón (Figura 
11). Encontramos una banda principal alrededor de 50 kDa, la cual se superpone con la 

señal de α-tubulina. Dada esta observación y la abundancia de tubulina en el tejido 

nervioso, concluimos que la banda reconocida por el anti-AcLys corresponde a tubulina. 
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Figura 11: La señal de AcLys se superpone con la señal de α-tubulina 
Extractos totales de tres ratones naïve corridos en WB y revelados contra α-tubulina (verde, panel 
de la izquierda) y AcLys (rojo, panel central). Ambos anticuerpos marcan una banda única alrededor 
de 50 kDa; ambas señales se superponen (panel de la derecha). En el panel inferior se muestra 
ampliada la banda superpuesta del panel derecho (merge). n= 3. 

3.3.1 Capacidad de los inhibidores de KDACs de preservar la acetilación de 
tubulina 

A continuación, estudiamos la capacidad de los inhibidores TSA, TubA y NaB de 

preservar la acetilación de tubulina en extractos totales y enriquecidos en densidades 

posinápticas, in vitro (HT y eDPS, respectivamente). Extractos sin inhibidores se usaron 

como controles. Luego se cuantificaron los niveles de AcLys y acetil-α-tubulina.  
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Figura 12: El tratamiento con TSA y TubA preserva la acetilación de tubulina en extractos 
hipocampales, pero no así el NaB 
Se trataron extractos de proteínas hipocampales de ratón con inhibidores de deacetilasas (TSA, 
TubA o NaB). (A) Niveles de AcLys en homogenatos totales y (B) en extractos enriquecidos en 
densidades posinápticas. (C) Niveles de acetil-α-tubulina en homogenatos totales y (D) en 
extractos enriquecidos en densidades posinápticas. Con puntos negros y líneas horizontales se 
muestran la media ± error estándar por grupo, respectivamente. Los datos se presentan 
relativizados a la media del grupo Ctrl. Las letras distintas indican diferencias estadísticas 
significativas entre los grupos mediante la prueba de Tukey. Debajo de cada gráfico se muestran 
bandas representativas de AcLys, Ponceau, acetil-α-tubulina y α-tubulina. n= Ctrl: 5, TSA: 5, TubA 
(HT): 10, TubA (eDPS): 6, NaB: 5. 

Los niveles medios (± error estándar) de AcLys en extractos HT variaron entre 

100 (9,4), 220 (13,2), 175 (19,3) y 101 (13,9) para los grupos Ctrl, TSA, TubA y NaB, 

respectivamente. Estas diferencias fueron estadísticamente significativas (Figura 12-A; 

ANOVA: F (3, 21) = 8,996; p = 0,0005). Los grupos TSA y TubA aumentaron 

significativamente la acetilación respecto al grupo control (Prueba de Tukey: Ctrl - TSA: 

p = 0,0021. Ctrl - TubA: p = 0,029); a su vez estos dos primeros grupos no mostraron 

diferencias estadísticas significativas entre sí (TSA - TubA: p = 0,2958). Los extractos 

tratados con NaB mostraron niveles de AcLys significativamente menores que los 

tratados con los otros inhibidores (TSA - NaB: p = 0,0023. TubA - NaB: p = 0,0316) y 

similares a los niveles del grupo control (Ctrl - NaB: p = 0,999). Los extractos eDPS 

también mostraron cambios en los niveles medios (± error estándar) de AcLys (Figura 
12-B; ANOVA: F (3, 17) = 7,563; p = 0,002), variando entre 100 (5,8), 157 (26), 186 (14,5) 

y 105 (5,1) para los grupos Ctrl, TSA, TubA y NaB, respectivamente. El tratamiento con 

TubA fue el único que logró un aumento significativo de AcLys respecto al grupo Ctrl 

(Ctrl - TubA: p = 0,0043), aunque el tratamiento con TSA mostró una tendencia al 

aumento (Ctrl - TSA: p = 0,0869). Los grupos TSA y TubA no se diferenciaron 

estadísticamente entre sí (TSA - TubA: p = 0,5333). Los extractos tratados con NaB 

mostraron niveles de AcLys significativamente menores que los tratados con TubA 

(TubA - NaB: p = 0,0073) y sin diferencias significativas con los grupos Ctrl y TSA (Ctrl 

- NaB: p = 0,9947. TSA - NaB: p = 0,1351). Hasta acá, hemos visto que el uso de drogas 

con capacidad de inhibir KDAC6 preservan los niveles de AcLys en extractos totales de 

proteínas hipocampales, siendo la TubA la más eficientes en preservar la acetilación en 

extractos eDPS. El NaB no muestra capacidad de preservar los niveles de AcLys en 

estos extractos. 

En cuanto a la señal de acetil-α-tubulina, sus niveles medios (± error estándar) 

variaron entre 100 (28,2), 408 (36,8), 517 (55,5) y 164 (25) para los grupos Ctrl, TSA, 

TubA y NaB, respectivamente, en extractos HT. Estas diferencias resultaron 

significativas (Figura 12-C; ANOVA: F (3, 21) = 16,372; p < 0,0001). Los grupos TSA y 
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TubA mostraron mayores niveles de α-tubulina acetilada respecto al grupo control y al 

grupo NaB y sin diferencias estadísticas entre sí (Ctrl - TSA: p = 0,0046. Ctrl - TubA: p 

< 0,0001. TSA - NaB: p = 0,0282. TubA - NaB: p = 0,0002. TSA - TubA: p = 0,4095). El 

grupo NaB mantuvo niveles de acetilación similares al Ctrl (Ctrl - NaB: p = 0,8496). En 

los extractos eDPS también se observaron variaciones significativas de acetil-α-tubulina 

(Figura 12-D; ANOVA: F (3, 17) = 12,102; p = 0,0002). Los valores medios (± error 

estándar) fueron 100 (14,6), 157 (9,4), 185 (7,7) y 119 (12,7) para los grupos Ctrl, TSA, 

TubA y NaB, respectivamente. Los niveles de acetil-α-tubulina del grupo NaB fueron 

similares al del grupo control (Ctrl - NaB: p = 0,6347) y significativamente menores al del 

grupo TubA (TubA - NaB: p = 0,0028). Los grupos TSA y TubA exhibieron mayor 

acetilación de α-tubulina que el grupo Ctrl (Ctrl - TSA: p = 0,01171. Ctrl - TubA: p = 

0,0002). Finalmente, el grupo TSA no mostró diferencias estadísticas significativas con 

los grupos TubA y NaB (TSA - TubA: p = 0,3162. TSA - NaB: p = 0,1236). Los resultados 

en este párrafo expuesto muestran que tanto la TSA como la TubA son capaces de 

preservar la acetilación de α-tubulina (K40) en los extractos estudiados mas no así el 

NaB. Esto se condice con el hecho de que NaB inhibe KDACs que son principalmente 

nucleares y tanto TSA como TubA inhiben KDAC6. 

En conjunto, los resultados de la Figura 12 muestran que solo los inhibidores de 

la clase IIb de la familia de deacetilasas (TSA y TubA), clase a la que pertenece KDAC6, 

son capaces de preservar la acetilación de tubulina tanto en homogenatos totales como 

en extracto enriquecidos en densidades posinápticas. Esto sugiere que KDAC6 es 

responsable, al menos en gran parte, del efecto observado sobre la preservación de la 

acetilación en estos extractos. 

A continuación, estudiamos la capacidad de la TubA de inhibir enzimas 

deacetilasas in vivo de forma indirecta, midiendo los niveles de acetilación de tubulina 

en extractos de proteínas hipocampales de ratones inyectados con TubA o vehículo de 

forma intraperitoneal (Figura 13). 
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Figura 13: La TubA administrada de forma intraperitoneal es capaz de modular los niveles de 
acetilación de tubulina 
Se administró TubA o vehículo a ratones naïve y luego se midieron los niveles de acetilación en 
extractos de proteínas hipocampales. (A) Niveles de AcLys en homogenatos totales y (B) en 
extractos enriquecidos en densidades posinápticas. (C) Niveles de acetil-α-tubulina en 
homogenatos totales y (D) en extractos enriquecidos en densidades posinápticas. Con puntos 
negros y líneas horizontales se muestran la media ± error estándar por grupo, respectivamente. 
Los datos se presentan relativizados a la media del grupo veh. Debajo de cada gráfico se muestran 
bandas representativas de AcLys, Ponceau, acetil-α-tubulina y α-tubulina. (*) p < 0,05; (***) p < 
0,001; prueba t de Student o de Welch. n= veh: 14, TubA: 14. 

La administración IP de TubA, por un lado, no modificó los niveles de AcLys en 

extractos totales (Media ± error estándar: veh, 100 ± 5,1; TubA, 142 ± 29,8. Prueba t de 

Student: t (26) = -1,399; p = 0,1737) pero sí causó un aumento en los extractos 

enriquecidos en densidades posinápticas de los mismos animales respecto del grupo 

control (Media ± error estándar: veh, 100 ± 11; TubA, 184 ± 34,8. Prueba t de Student: t 

(26) = -2,296; p = 0,03). Por otro lado, los niveles de α-tubulina acetilada del grupo TubA 

aumentaron significativamente respecto del control tanto en los homogenatos totales 

(Media ± error estándar: veh, 100 ± 6,6; TubA, 159 ± 23,8. Prueba t de Student: t (26) = -

2,381; p = 0,0249) como en los enriquecidos en densidades posinápticas (Media ± error 

estándar: veh, 100 ± 7,9; TubA, 228 ± 25,5. Prueba t de Welch: t (15,5) = -4,81; p = 0,0002). 

Estos resultados indican que la TubA es capaz de inhibir rápidamente a KDAC6 

en el cerebro tras una inyección sistémica y que la enzima mencionada es un fuerte 

modulador del estado de acetilación de tubulina, incluso en la sinapsis. 
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3.3.2 Estudios bioquímicos durante la consolidación de la memoria 

En esta sección de trabajo abordamos el estudio de los cambios bioquímicos 

inducidos por el aprendizaje, tanto a 15 como a 45 minutos posteriores a la adquisición. 

Evaluamos, en extractos de proteínas hipocampales, los niveles de acetilación de 

tubulina (AcLys y acetil-α-tubulina) y de la histona 3; también los niveles y el clustering 

de PSD95. 

 

 

 
Figura 14: Niveles de tubulina acetilada, histona acetilada y PSD95, 15 minutos después del 
entrenamiento en la tarea de evitación inhibitoria 
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Se entrenaron ratones en EI, inmediatamente después se les administró veh o TubA y 15 minutos 
más tarde se realizaron extractos de proteínas hipocampales. (A) Niveles de AcLys en homogenatos 
totales y (B) en extractos enriquecidos en densidades posinápticas. (C) Niveles de acetil-α-tubulina 
en homogenatos totales y (D) en extractos enriquecidos en densidades posinápticas. (E) Niveles de 
AcLys en homogenatos totales y (F) en extractos enriquecidos en densidades posinápticas. (G) 
Medida del clustering de PSD95. (H) Niveles de histona 3 acetilada. Con puntos negros y líneas 
horizontales se muestran la media ± error estándar por grupo, respectivamente. Los datos se 
presentan relativizados a la media del grupo SI-veh. Las letras distintas indican diferencias 
estadísticas significativas entre los grupos mediante la prueba de Tukey. Debajo de cada gráfico se 
muestran bandas representativas de AcLys, Ponceau, acetil-α-tubulina, α-tubulina, PSD95, acetil-
H3 y H3. n= 6 por grupo. 

En la evaluación a 15 minutos, ninguna de las variables estudiadas mostró 

diferencias significativas entre las medias de los grupos (Figura 14; ANOVA: AcLys en 

HT, F (3, 20) = 1,492; p = 0,2471. AcLys en eDPS, F (3, 20) = 2,122; p = 0,1295. Acetil-α-

tubulina en HT, F (3, 20) = 0,365; p = 0,7793. Acetil-α-tubulina en eDPS, F (3, 20) = 0,299; p 

= 0,8259. PSD95 en HT, F (3, 20) = 0,133; p = 0,939. PSD95 en eDPS, F (3, 20) = 0,269; p 

= 0,8469. Clustering de PSD95, F (3, 20) = 0,269; p = 0,8469. Acetil-H3, F (3, 20) = 0,312; p 

= 0,8166).  

Resultados similares se observaron a 45 minutos, donde ni el entrenamiento ni 

la administración de TubA indujeron cambios significativos en los parámetros evaluados 

(Figura 15; ANOVA: AcLys en HT, F (3, 35) = 0,424; p = 0,7367. AcLys en eDPS, F (3, 34) = 

2,763; p = 0,057. Acetil-α-tubulina en HT, F (3, 19) = 0,367; p = 0,7776. Acetil-α-tubulina 

en eDPS, F (3, 34) = 1,472; p = 0,2394. PSD95 en HT, F (3, 35) = 0,52; p = 0,6715. Clustering 

de PSD95, F (3, 34) = 0,15; p = 0,9291. Acetil-H3, F (3, 36) = 0,208; p = 0,8906. Para el caso 

de PSD95 en eDPS se empleó la prueba de Wald dado que el modelo era lineal mixto, 

χ2
(3) = 0,198; p = 0,9779). 
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Figura 15: Niveles de tubulina acetilada, histona acetilada y PSD95, 45 minutos después del 
entrenamiento en la tarea de evitación inhibitoria 
Se entrenaron ratones en EI, inmediatamente después se les administró veh o TubA y 45 minutos 
más tarde se realizaron extractos de proteínas hipocampales. (A) Niveles de AcLys en homogenatos 
totales y (B) en extractos enriquecidos en densidades posinápticas. (C) Niveles de acetil-α-tubulina 
en homogenatos totales y (D) en extractos enriquecidos en densidades posinápticas. (E) Niveles de 
AcLys en homogenatos totales y (F) en extractos enriquecidos en densidades posinápticas. (G) 
Medida del clustering de PSD95. (H) Niveles de histona 3 acetilada. Con puntos negros y líneas 
horizontales se muestran la media ± error estándar por grupo, respectivamente. Los datos se 
presentan relativizados a la media del grupo SI-veh. Las letras distintas indican diferencias 
estadísticas significativas entre los grupos mediante la prueba de Tukey. Debajo de cada gráfico se 
muestran bandas representativas de AcLys, Ponceau, acetil-α-tubulina, α-tubulina, PSD95, acetil-
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H3 y H3. n= SI-veh: 9-10, SF-veh: 10, SD-veh: 10, SD-TubA: 9-10. Para acetil-α-tubulina de HT, n= 
SI-veh: 6, SF-veh: 6, SD-veh: 6, SD-TubA: 5. 

Los valores medios (± error estándar) para los niveles de AcLys en eDPS 

variaron entre 100 (12,4), 142 (14,4), 142 (21,9) y 94 (9,5) para los grupos SI-veh, SF-

veh, SD-veh y SD-TubA, respectivamente. Como se indicó en el párrafo anterior, estas 

diferencias no fueron estadísticamente significativas, pero muestran una tendencia (p = 

0,057). Como se puede notar visualmente, esta tendencia responde a que las medias 

de los grupos SF-veh y SD-veh son mayores que la de los grupos SI-veh y SD-TubA; 

una prueba post hoc de Tukey corrobora esa observación (SI-veh - SF-veh: p = 0,2441. 

SI-veh - SD-veh: p = 0,2595. SI-veh - SD-TubA: p = 0,9931. SF-veh - SD-veh: p = 0,9999. 

SF-veh - SD-TubA: p = 0,1486. SD-veh - SD-TubA: p = 0,1593). Dadas estas 

observaciones nos preguntamos si la elección del grupo control (SI-veh) pudiera estar 

enmascarando algún cambio en los niveles de AcLys. Entonces, llevamos a cabo un 

experimento donde evaluamos los niveles de acetilación 45 minutos luego de la 

adquisición en extractos eDPS de animales entrenados en la tarea de EI con un shock 

fuerte, usando animales naïve como grupo control (Figura 16). 

 
Figura 16: El entrenamiento fuerte de EI induce, a los 45 minutos, un aumento en los niveles de 
AcLys, pero no de acetil-α-tubulina 
Ratones CF1 fueron entrenados en la tarea de EI y 45 minutos después se midieron los niveles de 
acetilación en extractos eDPS hipocampales; animales naïve se usaron como control. (A) Niveles 
de AcLys y (B) de acetil-α-tubulina. Con puntos negros y líneas horizontales se muestran la media 
± error estándar por grupo, respectivamente. Los datos se presentan relativizados a la media del 
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grupo N. Debajo de cada gráfico se muestran bandas representativas de AcLys, Ponceau, acetil-α-
tubulina y α-tubulina. (*) p < 0,05; prueba t de Student. n= N: 11, SF 10. 

Los niveles medios (± error estándar) de AcLys fueron 100 (6,9) para el grupo N 

y 134 (15,2) para SF; estas diferencias resultaron significativas (Prueba t de Student: t 

(19) = -2,12; p = 0,0474). En cambio, los niveles medios de acetil-α-tubulina no mostraron 

diferencias estadísticas significativas (Prueba t de Student: t (19) = 0,665; p = 0,5139), 

variando entre 100 (8,8) y 91 (9,6), N y SF respectivamente. Esto muestra que un 

protocolo fuerte de entrenamiento en la tarea de EI aumenta los niveles de AcLys pero 

no de acetil-α-tubulina cuando se lo compara con animales naïve. 

3.4 Discusión 

Los resultados presentados en este capítulo muestran, en primer lugar, que el 

anticuerpo contra AcLys (CST-9441S) reconoce tubulina acetilada. En segundo lugar, 

que la inhibición de KDAC6 únicamente (con TubA) o de todas las KDACs de clase I y 

II (con TSA) preserva la acetilación de tubulina tanto en extractos totales como 

enriquecidos en densidades posinápticas de hipocampo de ratón, pero no lo hace el 

inhibidor de KDACs clase I y IIa, sodio butirato. En tercer lugar, ni el protocolo fuerte ni 

el débil de EI indujeron cambios en la acetilación de tubulina, de histona 3 ni en los 

niveles y clustering de PSD95, a 15 y 45 minutos luego de la adquisición. Tampoco se 

observaron cambios en los animales con entrenamiento débil a los cuales se les 

administro TubA intraperitoneal inmediatamente después del entrenamiento. Estas 

observaciones se realizaron comparando a los animales contra un grupo SI, el cual no 

aprende la asociación de la tarea de EI aun cuando si recibe el estímulo aversivo. 

Finalmente, cuando se compara los niveles de AcLys de animales entrenados en EI con 

el estímulo fuerte contra animales naïve , que no tuvieron contacto con el dispositivo 

experimental ni recibieron shock eléctrico, se observa un aumento significativo en los 

animales entrenados. Sorprendentemente, en los mismos animales, los niveles de 

acetil-α-tubulina no difieren entre animales entrenados y naïve. Dado que el anticuerpo 

anti-AcLys no reconoce los mismos sitios acetilados de α-tubulina que el anticuerpo anti-

acetil-α-tubulina, el cual reconoce la lisina en la posición 40 de la proteína (K40), esto 

sugiere que parte del aumento en acetilación que se encuentra es de otros sitios de 

acetilación sobre tubulina distintos de K40. Este resultado coincide con reportes en que 

otras acetilaciones sobre α-tubulina son las más abundantes en el cerebro del ratón (N. 

Liu et al., 2015) y trabajos en que la morfogénesis de la sinapsis depende de la 

acetilación de K394 de α-tubulina (Saunders et al., 2022). 

Cabe destacar de la inhibición in vitro de KDACs que, en los extractos totales, 

tanto la TSA como la TubA fueron igualmente eficientes en preservar la acetilación 
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medida con AcLys y acetil-α-tubulina (Figura 12). Diferente fue la situación en los 

extractos eDPS, donde la TSA no logra un efecto estadístico respecto del control en la 

acetilación medida con AcLys, pero si lo logra en la acetilación de K40. Esto sugiere que 

la medida de efectividad de los inhibidores para preservar la acetilación de tubulina 

depende del extracto analizado y el anticuerpo empleado. Se sabe que KDAC6 es la 

principal deacetilasa de K40, por lo que es esperable una igual eficiencia en la 

preservación de la acetilación de ese residuo con TSA y TubA. Sin embargo, cuando 

observamos la acetilación mediante AcLys no tenemos certeza de cuál o cuáles son las 

lisinas acetiladas que observamos. Podemos suponer que AcLys reconoce o (1) K40 y 

otra u otras lisinas de α- y/o β-tubulina o (2) una o más lisinas de α- y/o β-tubulina 

excepto K40. Si bien KDAC6 regula la acetilación de K40, K60, K370 y K394 en α-

tubulina y K58, K103 y K154 en β-tubulina, se desconoce su actividad sobre K112, K124 

y K352 en α-tubulina y K216 en β-tubulina y no tiene actividad deacetilasa sobre K174 

de β-tubulina (N. Liu et al., 2015). Además, un trabajo reciente in vivo reportó que las 

acetilaciones de α-tubulina en el hipocampo de ratón observadas eran K163, K311, 

K394 y K401 pero no se detectó K40 (F. Liu et al., 2024), sugiriendo que en esta área 

la relevancia de las acetilaciones podría ser distinta a la reportadas en otras áreas, en 

cultivo e in vitro. El resultado de lo observado en los extractos eDPS tratados con TSA 

medido con AcLys es sin duda el resultado de la actividad de KDAC6, pero no podemos 

descartar el efecto aditivo de la actividad de alguna otra enzima con actividad KDAC o 

la medición de residuos no regulados por KDAC6. 

Observaciones similares se pueden hacer al evaluar la acetilación de tubulina 

tras la administración IP de TubA en animales naïve (Figura 13). En extractos totales, 

la TubA induce un aumento significativo en K40 pero no en AcLys; en cambio, en 

extractos eDPS, tanto K40 como AcLys tienen valores medios superiores a sus 

controles. Sin embargo, la magnitud del cambio inducida por la inhibición de KDAC6 

sobre de K40 es más grande que la observada en AcLys. Estos resultados son 

concordantes con la explicación de que el anticuerpo anti-AcLys reconoce otros sitios 

distintos o adicionales a K40, sitios que no son regulados por KDAC6. 

Teniendo en cuenta las diferencias entre AcLys y K40 observadas tras la 

inhibición de KDACs in vitro e in vivo, los resultados expuestos en la Figura 16 se 

vuelven reveladores. Que el entrenamiento de shock fuerte en la tarea de evitación 

inhibitoria induzca un aumento en los niveles de AcLys pero no de K40 en los extractos 

eDPS sugiere una regulación diferencial de los distintos sitios de AcLys en la sinapsis 

durante la consolidación de la memoria. En principio, la acetilación de K40 no sería 

regulada durante la consolidación de la tarea de evitación inhibitoria, al menos 45 
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minutos luego del entrenamiento. Esto no implica que la actividad de KDAC6 no sea 

relevante durante la consolidación porque como hemos demostrado en el capítulo 

anterior, su inhibición facilita la consolidación de la memoria de largo término. Dado que 

desconocemos los sitios reconocidos por AcLys no podemos profundizar en la 

participación de los distintos sitios en la consolidación de la memoria estudiada.  Sin 

embargo, sí sabemos que precipitando extractos sinaptosomales de hipocampo de 

ratón con anticuerpo anti-AcLys se obtiene tanto α- como β-tubulina (datos 

preliminares). En extractos totales en ratas se encontró que la tarea de reconocimiento 

de objeto novedoso inducía un aumento en la acetilación de K40 en el hipocampo 1 hora 

después del entrenamiento (Pandey & Sharma, 2020). 

La elección de tratamientos control en la experimentación científica es de vital 

importancia, ya que las observaciones se realizan en función de lo observado en tales 

tratamientos. En los estudios de memoria usando la tarea de evitación inhibitoria se 

emplean como controles tratamientos “unshock”, animales que no reciben el estímulo 

aversivo, tratamientos de shock inmediato, donde el estímulo aversivo es administrado 

pero el tiempo de exposición al dispositivo experimental es tan corto que no genera una 

asociación de largo término entre el estímulo y el dispositivo, y ausencia total de 

tratamiento o naïve. Los tratamientos “unshock” no resultan en un buen grupo control 

ya que, al escapar de un ambiente iluminado e ingresar a uno oscuro y resguardado, los 

animales reciben un refuerzo positivo que se traduce en un aprendizaje de largo término 

de preferencia por el interior del dispositivo experimental (Salles et al., 2017). Por el 

contrario, los tratamientos de shock inmediato resultan un control excelente, ya que, al 

igual que los grupos experimentales, reciben el shock eléctrico pero sin el componente 

asociativo de la tarea (Fanselow, Michael S., 1990; Wiltgen et al., 2001). En este trabajo 

encontramos que ni la tarea de evitación inhibitoria con shock fuerte o shock débil ni la 

administración de TubA inmediatamente después de un entrenamiento de shock débil 

alteraron los niveles de AcLys, acetil-α-tubulina (K40), acetil-H3, PSD95 ni el clustering 

de PSD95, tanto en extractos totales como en eDPS, ni a 15 ni a 45 minutos luego del 

entrenamiento, cuando fueron comparados con tratamientos de shock inmediato (SI). 

En un trabajo previo del laboratorio se encontró que el entrenamiento de shock fuerte 

de EI causaba, a los 15 minutos del entrenamiento, una disminución de AcLys en 

extractos eDPS y, a los 45 minutos, un aumento de AcLys en extractos eDPS, un 

aumento del clustering de PSD95 y una disminución de acetil-H3, cuando era 

comparados contra un grupo naïve (Esquivel, 2017). Como los resultados expuestos en 

las Figura 14 y Figura 15 no concordaban con los previos del laboratorio, decidimos 

entrenar con un shock fuerte a un grupo de animales teniendo como control a animales 
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naïve y medir su acetilación tanto por AcLys como por K40. Como se expuso en la 

Figura 13, el entrenamiento indujo un aumento de AcLys, replicando el resultado de 

Esquivel (2017), pero no un aumento en los niveles de K40. La discrepancia entre lo 

que observamos al estudiar la acetilación en animales entrenados con y sin inyección 

de TubA podrían explicarse, en principio, de tres formas diferentes. Por un lado, que el 

tratamiento SI induzca cambios en los parámetros estudiados (acetilación y clustering 

de PSD95). En tal caso se le podría atribuir parte de ese efecto al estímulo aversivo en 

sí, que es algo compartido por todos los tratamientos.  Así, el grupo naïve sería un mejor 

reflejo de los valores bioquímicos basales estudiados. Por otro lado, que la inyección 

intraperitoneal en sí misma cause algún efecto que enmascara los cambios inducidos 

por el aprendizaje. Esta última opción parece la menos probable. Finalmente, que la 

administración de TubA interactúa con el entrenamiento causando un corrimiento de la 

dinámica temporal de los parámetros bioquímicos. Observar (1) un aumento en AcLys 

y K40 en eDPS 45 minutos después de la administración de TubA y (2) un aumento en 

AcLys pero no K40 en eDPS 45 minutos después del entrenamiento de EI nos llevó a 

considerar que una interacción entre el entrenamiento y la inhibición de KDAC6 por 

TubA pueda ser posible. 

  



4 Capítulo 4: Cambios en la acetilación y composición 
sináptica inducidos por LTP in vitro 

4.1 Introducción 

4.1.1 Potenciación de largo término 

Ramón y Cajal, pionero en la investigación del sistema nervioso, propuso que el 

almacenamiento de información depende de cambios en la fuerza de las conexiones 

sinápticas entre neuronas. Luego, en 1973, Bliss y Lømo describieron un aumento en la 

eficacia de la transmisión sináptica en las células granulares del giro dentado del 

hipocampo del conejo tras aplicar un tren de estimulación a alta frecuencia en la vía 

perforante. Esta respuesta incrementada y sostenida se conoció como potenciación de 

largo término (LTP, por sus siglas en inglés) y rápidamente se reconoció que los 

cambios sinápticos observados tras la inducción de la LTP eran similares a aquellos 

descriptos en algunas formas de aprendizaje y memoria (Lynch, 2004). 

Al presente, hay un cuerpo sólido de evidencia científica en favor de la LTP como 

mecanismo subyacente a la formación de algunos tipos de memoria. De forma 

resumida, podemos mencionar que la LTP es fácilmente inducida en el hipocampo, un 

área del cerebro importante en la formación de memorias; también que las oscilaciones 

theta que se observan en el hipocampo de un animal durante la exploración son 

similares a las ráfagas rítmicas capaces de inducir LTP. Además, fármacos inhibidores 

de LTP en cultivos de hipocampo también inhiben el aprendizaje y ciertos cambios 

bioquímicos que ocurren durante la consolidación de memorias también son observados 

en la inducción de la LTP (Lynch, 2004). Otro paralelo interesante es que así como la 

formación de memorias tiene un componente de corto término, independiente de 

síntesis proteica, y uno de largo término, dependiente de expresión génica y síntesis 

proteica, así también la LTP presenta una fase temprana independiente de síntesis 

proteica y una fase tardía que sí depende de síntesis de nuevas proteínas (Alkon et al., 

2005; Scharf et al., 2002). 

El ingreso de iones de calcio a la célula posináptica es uno de los eventos claves 

en la inducción de la LTP y, en la gran mayoría de casos, es mediado por la activación 

de los receptores de NMDA. Estos receptores son activados por la acción conjunta del 

glutamato y la despolarización de la membrana plasmática, comportándose como un 

detector de coincidencias. Estas formas de LTP dependen de la actividad de receptores 

de glutamato tipo NMDA, sin embargo existen formas de LTP independientes de dicho 

receptor (Alkadhi, 2021; Lynch, 2004). 
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4.1.2 LTP, acetilación y composición sináptica 

Las modificaciones postraduccionales de proteínas son eventos claves en la 

regulación de procesos celulares, como así también en fenómenos de plasticidad 

sináptica y memoria. La inducción de la LTP está acompañada por cambios en los 

niveles de acetilación de distintas proteínas. Tanto el butirato de sodio como la 

tricostatina A, ambos inhibidores de KDACs, tiene efectos facilitadores de la memoria y 

de la inducción de la LTP por mecanismos dependientes de la acetilación de histonas 

(Federman et al., 2013; Levenson et al., 2004). Estos efectos están asociados a la 

regulación de la transcripción génica, ya que la acetilación de histonas reduce su 

afinidad por el ADN, permitiendo la interacción de este último con la maquinaria 

transcripcional. También se encontró que la aplicación de butirato de sodio en un 

protocolo masivo de LTP es capaz de potenciarlo (Pandey et al., 2015). Los mismos 

autores reportaron algunos años después que el tratamiento con KCl o NMDA, capaces 

de inducir LTP, sobre rodajas de hipocampo de rata producían un aumento en los 

niveles de acetilación de α-tubulina; de igual manera, el entrenamiento en la tarea de 

reconocimiento de objeto novedoso inducía aumentos los niveles de α-tubulina acetilada 

en extractos de hipocampo, una hora después de la adquisición (Pandey & Sharma, 

2020). Como vimos en el capítulo anterior, la acetilación de tubulina se asocia con mayor 

resistencia a la presión mecánica, mayor estabilidad y altera su interacción con otras 

proteínas. También se ha reportado que la LTP induce el ingreso de MT a las espinas 

dendríticas en cultivos de hipocampo de ratón (Merriam et al., 2013; Schätzle et al., 

2018) y la actividad dinámica de los MT regula la morfología de las espinas dendríticas 

y la plasticidad sináptica en cultivos de hipocampo de rata (Jaworski et al., 2009). Esto 

muestra que la actividad de los MT es regulada por la LTP en las espinas dendríticas. 

La proteína de la densidad posináptica, PSD95, participa de distintas maneras 

de la potenciación de largo término y de los cambios asociados a la misma. Ya 

mencionamos previamente que niveles apropiados de PSD95 son necesarios para la 

estabilización de las sinapsis en fases iniciales de la LTP y que PSD95 controla la 

externalización de receptores de glutamato tipo AMPA durante la potenciación (Ehrlich 

et al., 2007; Ehrlich & Malinow, 2004). Ratones mutantes para PSD95 muestran una 

LTP aumentada pero el aprendizaje impedido (Migaud et al., 1998) y, en ensayos in 

vitro, se observa un aumento del 40% en la densidad de espinas dendríticas en el 

hipocampo sin otras alteraciones en la estructura neuronal. También se reportaron 

alteraciones de otras proteínas que forman un complejo con el receptor de NMDA, 

sugiriendo que PSD95 regula la estructura neuronal (Vickers et al., 2006). Se ha 

reportado un rol importante de PSD95 en la estabilidad de las espinas dendríticas al 
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estudiar la dinámica temporal de las mismas expresando una proteína recombinante de 

PSD95 asociada a la proteína fluorescente verde. Los investigadores bservaron que un 

bajo porcentaje de las espinas recién formadas adquirían PSD95, y aquellas que no lo 

hacían no duraban más de un día antes de ser podadas. También encontraron que la 

presencia de PSD95 se asociaba a mayor tiempo de vida de las espinas y que aquellas 

que iban a ser podadas mostraban una reducción en los niveles de PSD95 (Cane et al., 

2014). Por otro lado, se ha reportado la participación de PSD95 en la facilitación de otro 

mecanismo de plasticidad conocido como depresión de largo término (Stein et al., 2003). 

Estos reportes dan cuenta de que la densidad posináptica en general, y PSD95 en 

particular, son elementos claves en fenómenos de plasticidad como la LTP. 

Las sinapsinas son una familia de proteínas neuronales cuya principal función 

descripta es la de regular la liberación de neurotransmisores desde los terminales 

presinápticos, anclando las vesículas sinápticas al citoesqueleto de actina. Estas 

proteínas son susceptibles de sufrir modificaciones postraduccionales como 

fosforilación y acetilación, lo cual regula su interacción con otras proteínas (Cesca et al., 

2010). Las sinapsinas son capaces de interactuar con los microtúbulos, interacción que 

se ve alterada por la fosforilación de la sinapsina 1 (Petrucci & Morrow, 1987). Dado su 

rol en la liberación de neurotransmisores, las sinapsinas tienen un papel claro en la LTP, 

al menos en su inducción con estímulos tetánicos. El aumento de calcio inducido por la 

estimulación desencadena la fosforilación dependiente de calcio de la sinapsinas, lo que 

conlleva a la liberación de las vesículas sinápticas de su anclaje a los filamentos de 

actina y un consecuente aumento de su disponibilidad para fusionarse con la membrana 

y liberar su contenido al espacio sináptico (Cesca et al., 2010; J. S. Lee et al., 2008). 

4.1.3 Inducción de la LTP in vitro 

La LTP dependiente de los receptores de NMDA puede ser inducida en cultivos 

neuronales organotípicos y disociados, pudiendo lograrse eléctrica o químicamente. En 

el primer caso, se emplean electrodos que estimulan a las neuronas con trenes a alta 

frecuencia, lo que se conoce como estímulo tetánico. En el segundo caso, pueden 

emplearse pulsos de glutamato, ionóforos de calcio, forscolina, APV, glicina o KCl. La 

inducción química de la LTP cuenta con la ventaja de potenciar una alta proporción de 

las sinapsis en el cultivo. Particularmente, la inducción de la LTP con glicina requiere de 

un pretratamiento con APV que, cuando es removido, la presencia de glicina facilita la 

activación de los receptores de NMDA. Este protocolo se realiza en un medio libre de 

magnesio (Molnár, 2011). 
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En esta sección del trabajo estudiamos los cambios provocados por una LTP 

inducida con glicina sobre los niveles de acetilación dendrítica y sináptica, sobre la 

proteína de la densidad posináptica PSD95, sobre la proteína presináptica sinapsina y 

sobre la colocalización de AcLys con PSD95 y sinapsina en cultivos primarios de 

neuronas de hipocampo de ratón. 

4.2 Materiales y métodos 

4.2.1 Animales 

Se utilizaron embriones de ratones CF1 y de ratas Wistar de 17 días (Bioterio 

Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA). Los experimentos se 

realizaron de acuerdo con la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 

del National Institute of Health de Estados Unidos (publicación NIH nº 80-23/96) y las 

regulaciones locales. Se hicieron todos los esfuerzos posibles para minimizar el 

sufrimiento de los animales y reducir el número de animales utilizados. 

4.2.2 Cultivos primarios, estimulación e inmunofluorescencia 

Los cultivos se realizaron en colaboración con el laboratorio de la Dra. Verónica 

Báez, en la Facultad de Medicina de la UBA. 

Los cultivos de neuronas hipocampales fueron realizados siguiendo el protocolo 

propuesto por Kaech and Banker (Kaech & Banker, 2006) con modificaciones. Los 

hipocampos de embriones fueron recolectados y digeridos con tripsina (Sigma, Sigma-

Aldrich Co, St. Louis, MO, EEUU). Las células fueron sembradas en cubreobjetos de 

vidrio (Waldemar Knittel Glasbearbeitungs—GmbH, Alemania) pretratados con poli-L-

lisina (Sigma) e incubadas en medio Neurobasal (NB; Invitrogen, Life Technologies 

Corporation, Carlsbad, CA, EEUU) suplementado con B27 (Invitrogen) y glutamina 

(Invitrogen; NB completo). Los cultivos fueron mantenidos en NB completo a 37ºC y 5% 

CO2. El medio de cultivo fue reemplazado de a mitades cada tres días. 

Al cabo de 18 días de incubación in vitro (DIV), las células fueron estimuladas 

con 200 mM de glicina para inducir una LTP química (LTPq), en un medio libre de 

magnesio (Cercato et al., 2017; Swanger et al., 2016). Inmediatamente después (0 min) 

y a 5, 15 y 45 minutos luego de la estimulación, las células fueron fijadas con una 

solución buffer fosfato-salina (PBS, por sus siglas en inglés; NaCl 0,137 M, KCl 0,0027 

M, H3PO4 0,01 M, KH2PO4 0,0018 M, pH 7,4) con paraformaldehído 4% y sacarosa 4% 

(Sigma). Algunas células fueron fijadas antes de la estimulación y usadas como 

controles (Pre). 
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Para los ensayos de inmunofluorescencia, los cultivos fueron permeabilizados 

con PBS-Tritón X-100 0,1% y luego bloqueados con suero normal de cabra al 5% en 

PBS-Tritón X-100 0,05% (PBS-T). Posteriormente, los cubreobjetos fueron incubados 

con los anticuerpos primarios (anti-AcLys, CST-9441S, dilución 1:400; anti-PSD95, 

CST-36233, dilución 1:100; anti-sinapsina1, CST-5297, dilución 1:300) por 1 hora a 

37°C, lavados con PBS-T y luego incubados con anticuerpo secundario (anti-conejo-

Alexa Fluor 647, Abcam Limited, Cambridge, UK, , dilución 1:300; anti-ratón-Alexa Fluor 

488, Abcam Limited, , dilución 1:300) por 30 minutos a 37°C. Se realizó un último lavado 

con PBS-T y se procedió a montar los cubreobjetos usando Mowiol (Reactivo MOWIOL 

4-88, Sigma-Aldrich). Las inmunomarcaciones se realizaron de a pares, AcLys y PSD95 

por un lado y AcLys y Syn por otro lado. 

Las imágenes de las inmunofluorescencias fueron obtenidas utilizando un 

Microscopio Confocal Olympus FV300 (Olympus CO, Tokio, Japón) y analizadas 

empleando los softwares SynPAnal (Danielson, E. y Sang, H.L., Wisconsin, EEUU) e 

ImageJ (ImageJ, NIH, Bethesda, MA, EEUU). Las señales en las imágenes fueron 

filtradas empleando umbrales mínimos de intensidad para cada señal. Se analizaron 

entre 10 y 40 neuronas por tratamiento y se realizaron entre dos y cuatro experimentos 

independientes (réplicas). En la Figura 17 se muestran ejemplos de 

inmunofluorescencias para AcLys y PSD95 y para AcLys y Syn; se ejemplifica también 

cómo se ven los punctas o partículas de cada señal, los cuales fueron la unidad de 

análisis. Las partículas fueron cuantificadas sobre dendritas secundarias. 



  Capítulo 4: Cambios en la acetilación y 
composición sináptica inducidos por LTP in vitro 

62 
  

 
Figura 17: Punctas o partículas en inmunofluorescencias 
Inmunofluorescencia de cultivo primario de neuronas de hipocampo de ratón mostrando los 
punctas o partículas de AcLys, PSd95 y sinapsina que fueron analizados. Los recuadros amarillos 
indican las zonas amplificadas de las imágenes. Las flechas muestran ejemplos de los punctas o 
partículas que fueron analizados. A los fines de mostrar las neuronas completas, estas imágenes 
no están filtradas por umbral de fluorescencia. 

4.2.3 Extractos de proteínas de cultivos primarios e inmunodetección 

Se obtuvieron extractos totales y enriquecidos en densidades posinápticas a 

partir de los cultivos de hipocampo, tanto de rata como de ratón, de forma similar a la 

descripta en la sección 2.2.5. Se procesaron cantidades iguales de proteína para cada 

muestra mediante SDS-PAGE con 10% de acrilamida en el gel de resolución. Luego, 

las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF para inmunotransferencia. La 

inmunomarcación se realizó con anticuerpos anti-lisina acetilada (AcLys; CST-9441S, 

dilución 1:1000), anti-α-tubulina (SCBT-23948, dilución 1:7000), anti-α-tubulina 

acetilada (SCBT-23950, dilución 1:8000), siguiendo los protocolos de los fabricantes. La 

detección del anticuerpo secundario unido a HRP anti-ratón (CST-7076, dilución 

1:10000) o anti-conejo (SCBT-2030, dilución 1:5000) se realizó con el kit Advance ECL 

como lo describe el fabricante y las señales se capturaron usando Amersham Imager 

600. La densidad óptica (OD) se estimó utilizando el software ImageJ 1.53c. 
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4.2.4 Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados empleando modelos lineales generalizados mixtos 

(GLMM). En todos los casos la variable explicativa de efectos fijos fue el tratamiento 

(tiempos Pre y 0, 5, 15 y 45 min pos-estímulo). 

Para los análisis de las señales de AcLys, PSD95 y Syn se incluyeron dos 

variables explicativas de efectos aleatorios que dieran cuenta del diseño experimental y 

de la falta de independencia entre neuronas de una misma réplica: la variable “réplica” 

(entre dos y cuatro niveles) y la variable “neurona” (entre 10 y 40 niveles). Para el 

parámetro número de partículas por área dendrítica se utilizó la distribución Tweedie y 

se incluyeron los valores iguales a cero. Para los parámetros área de partículas e 

intensidad de fluorescencia por área dendrítica e intensidad de fluorescencia por área 

de partícula se utilizó una distribución Lognormal y se excluyeron los valores iguales a 

cero. En todos los casos la función de enlace elegida fue logarítmica. 

Para los datos de colocalización, el parámetro número de partículas por área 

dendrítica se analizó siguiendo la distribución Lognormal para AcLys+PSD+ y Tweedie 

para AcLys+Syn+, dado que esta última tenía valores iguales a cero que no son 

soportados por la distribución Lognormal. Para los parámetros área de partículas e 

intensidad de fluorescencia por área dendrítica e intensidad de fluorescencia por área 

de partícula se utilizó una distribución Lognormal. En todos los casos la función de 

enlace elegida fue logarítmica. 

El análisis estadístico y las figuras fueron generados usando los softwares R y 

Rstudio (Posit team, 2023; R Core Team, 2023). Se empleó el paquete glmmTMB para 

el modelado y Dharma para corroborar los supuestos de los modelos (Brooks et al., 

2017; Harting, 2022). Para la prueba de hipótesis de diferencias entre grupos se utilizó 

el comando ‘Anova()’ del paquete car y las comparaciones múltiples se realizaron con 

la prueba de Tukey sobre las medias marginales estimadas (MME) de los grupos en 

cada modelo utilizando el paquete emmeans (Lenth, 2023). Los gráficos se realizaron 

empleando los paquetes ggplot2, gggsignif y patchwork (Ahlmann-Eltze & Patil, 2021; 

Pedersen, 2024; Wickham, 2016). 

4.3 Resultados 

La inmunodetección de AcLys, PSD95 y sinapsina (Syn) muestra: para AcLys, 

señal nuclear y citoplasmática perimétrica y en las dendritas; para PSD95, 

principalmente señal dendrítica en forma de punctas o partículas; para sinapsina, 

principalmente señal sináptica en forma de punctas o partículas. Se estudiaron cuatro 

parámetros distintos para las señales tanto de AcLys, como de PSD95 y sinapsina, a 
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saber: número de partículas por área dendrítica, área de partículas por área dendrítica, 

intensidad de fluorescencia de partículas por área dendrítica e intensidad de 

fluorescencia de partículas por área de partícula. Se analizaron, en primer lugar, para 

cada señal por separado y, en segundo lugar, para la colozalización de la señal de AcLys 

con PSD95, por un lado, y con Syn por otro lado. Esto último corresponde a la acetilación 

pos y presináptica, respectivamente. 

A fin de evaluar si lo detectado en los cultivos con el anticuerpo anti-AcLys 

coincidía con la banda de tubulina, como se mostró para extractos de hipocampo de 

ratón, se realizó un ensayo de Western Blot sobre extractos totales (HT) y enriquecidos 

en densidades posinápticas (eDPS) a partir de un cultivo primario de neuronas 

hipocampo de rata. Se reveló acetil-α-tubulina (K40), α-tubulina y AcLys y se puede 

observar en la Figura 18 que el anticuerpo anti-AcLys detectó en HT una banda principal 

alrededor de 55 kDa que coincide con la banda de acetil-α-tubulina (K40) y α-tubulina. 

También se observó una banda de menor peso molecular que podrían ser histonas. En 

extractos eDPS se observan las mismas bandas. En extractos eDPS de cultivos de 

neuronas hipocampales de ratón se observa una banda principal en 55 kDa con anti-

AcLys.   

 
Figura 18: El anticuerpo anti-AcLys detecta una banda alrededor de 55 kDa que coincide con la 
banda de acetil-α-tubulina (K40) y α-tubulina 
Extracto total (HT) y enriquecido en densidades posinápticas (eDPS) de un cultivo primario de 
neuronas hipocampo de rata (columnas de la izquierda) y extracto eDPS de un cultivo primario de 
neuronas hipocampo de ratón (columna de la derecha). El anti-AcLys detecta una banda de 
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alrededor de 55 kDa que coincide con la banda de α-tubulina (total y acetilada) en extractos HT y 
eDPS de cultivos de hipocampo de rata. En extractos eDPS de cultivos de hipocampo de ratón, anti-
AcLys detecta una banda principal alrededor de 55kDa. 

4.3.1 Efectos de la LTPq sobre la señal de AcLys 

Neuronas hipocampales de 18 DIV fueron sometidas a una LTPq, fijadas 

previamente al tratamiento (Pre) y a 0, 5, 15 y 45 minutos posteriores al mismo y 

finalmente inmunomarcadas contra AcLys (Figura 19-A). 

 

AcLys

Pre 0 min 5 min

15 min 45 min

(A)
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Figura 19: Las neuronas hipocampales sometidas a LTPq muestran un aumento en la señal de 
acetilación dendrítica 
(A) Neuronas hipocampales de 18 DIV fueron sometidas a una LTPq, fijadas previamente al 
tratamiento (Pre) y a 0, 5, 15 y 45 minutos posteriores al mismo y finalmente inmunomarcadas 
contra AcLys. El recuadro amarillo indica la ampliación que se muestra a la derecha de cada imagen. 
Escalas: Izq.: 10 µm, Der.: 1 µm. Se cuantificaron (B) la densidad, (C) el área y (D) la intensidad de 
fluorescencia de las partículas de AcLys por área dendrítica. También se cuantificó (E) la intensidad 
de fluorescencia de las partículas de AcLys por área de partícula. Los datos por grupo se muestran 
en gráficos de cajas (mediana y rango intercuartílico) y bigotes (valores mínimos y máximos no 
atípicos). (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001; prueba de Tukey. Los datos corresponden a 
cuatro experimentos independientes. Número de neuronas = Pre: 40; 0 min: 39; 5 min: 21; 15 min: 
39; 45 min: 36.  

Las medianas (Q1; Q3) de densidad de AcLys fueron 0,08 (0,02; 0,22), 0,07 (0; 

0,26), 0,25 (0,09; 0,5), 0,18 (0,04; 0,41) y 0,15 (0,05; 0,35) partículas por unidad de área 

dendrítica para los tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, respectivamente. 

Estas variaciones fueron significativas (Figura 19-B; Prueba de Wald: χ2
(4) = 26,066; p 

< 0,0001). La LTPq indujo un aumento estadísticamente significativo en el número de 

partículas de AcLys por área dendrítica a los 5 minutos, el cual se mantuvo como una 

tendencia a los 15 minutos, respecto al tiempo Pre (MME: Pre: 0,12; 0 min: 0,11; 5 min: 

0,32; 15 min: 0,2; 45 min: 0,17. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,9994; Pre vs 5 

min, p = 0,0003; Pre vs 15 min, p = 0,0705; Pre vs 45 min, p = 0,4321). Las medianas 

(Q1; Q3) de área de partícula de AcLys fueron 0,009 (0,0036; 0,0235), 0,0098 (0,0032; 

0,0273), 0,0226 (0,0091; 0,0461), 0,0197 (0,0065; 0,0405) y 0,014 (0,0063; 0,0334) por 

unidad de área dendrítica para los tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. Estas variaciones fueron significativas (Figura 19-C; Prueba de Wald: 

χ2
(4) = 23,812; p < 0,0001) y la prueba de Tukey sobre las medias marginales estimadas 
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del modelo revelaron un aumento significativo del área de las partículas a 5 y 15 minutos 

respecto del tiempo Pre; a 45 minutos se observa una tendencia (MME: Pre: 0,021; 

0min: 0,022; 5 min: 0,032; 15 min: 0,029; 45 min: 0,027. Pre vs 0 min, p = 0,9825; Pre 

vs 5 min, p = 0,0012; Pre vs 15 min, p = 0,0065; Pre vs 45 min, p = 0,0648). Las medianas 

(Q1; Q3) de intensidad de fluorescencia de AcLys por área dendrítica fueron 82,6 (34,2; 

225,3), 91,1 (27,2; 256,5), 234,8 (78,8; 518,9), 193 (59,5; 412) y 138,7 (56,8; 332,5) para 

los tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, respectivamente. La prueba del 

Wald para el GLMM fue significativa (Figura 19-D; χ2
(4) = 26,248; p < 0,0001). La 

intensidad de fluorescencia a 5 y 15 minutos fue significativamente mayor que en el 

tiempo Pre, y se mantuvo como tendencia a los 45 min (MME: Pre: 209; 0 min: 220; 5 

min: 334; 15 min: 288; 45 min: 269. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,9865; Pre vs 

5 min, p = 0,0003; Pre vs 15 min, p = 0,0057; Pre vs 45 min, p = 0,0759). Las medianas 

(Q1; Q3) de intensidad de fluorescencia de las partículas AcLys relativizadas a su propia 

área fueron 8913 (8146; 9938), 9151 (8300; 10233), 9367 (8467; 10590), 9320 (8425; 

10476) y 9240 (8336; 10358) para los tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. La prueba de Wald sobre el GLMM fue significativa (Figura 19-E; χ2
(4) 

= 24,86; p < 0,0001) y la prueba de Tukey reveló un aumento significativo a los 5, 15 y 

45 minutos respecto del tiempo Pre (MME: Pre: 9207; 0 min: 9308; 5 min: 9551; 15 min: 

9467; 45 min: 9417. Pre vs 0 min, p = 0,6124; Pre vs 5 min, p = 0,0002; Pre vs 15 min, 

p = 0,0016; Pre vs 45 min, p = 0,0248). Estos resultados indican que la LTPq inducida 

por un shock de glicina a alta concentración genera cambios en los niveles de acetilación 

de las dendritas, señalando que la acetilación de proteínas dendríticas está regulada 

durante este proceso de plasticidad in vitro. 

4.3.2 Efectos de la LTPq sobre la señal de PSD95 

A continuación, se evaluaron los efectos de la LTPq sobre la señal de la proteína 

de la densidad posináptica PSD95 (Figura 20-A). 
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Figura 20: Las neuronas hipocampales sometidas a LTPq muestran un aumento en el número 
de partículas de PSD95 a 15 y 45 minutos posteriores al estímulo 
(A) Neuronas hipocampales de 18 DIV fueron sometidas a una LTPq, fijadas previamente al 
tratamiento (Pre) y a 0, 5, 15 y 45 minutos posteriores al mismo y finalmente inmunomarcadas 
contra la proteína de la densidad posináptica PSD95. El recuadro amarillo indica la ampliación que 
se muestra a la derecha de cada imagen. Escalas: Izq.: 10 µm, Der.: 1 µm. Se cuantificaron (B) la 
densidad, (C) el área y (D) la intensidad de fluorescencia de las partículas de PSD95 por área 
dendrítica. También se cuantificó (E) la intensidad de fluorescencia de las partículas de PSD95 por 

PSD95

Pre 0 min 5 min

15 min 45 min

(A)
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área de partícula. Los datos por grupo se muestran en gráficos de cajas (mediana y rango 
intercuartílico) y bigotes (valores mínimos y máximos no atípicos). (*) p < 0,05; (****) p < 0,0001; 
prueba de Tukey. Los datos corresponden a dos experimentos independientes. Número de 
neuronas = Pre: 20; 0 min: 20; 5 min: 10; 15 min: 20; 45 min: 20. 

Las medianas (Q1; Q3) de densidad de PSD95 fueron 0,024 (0; 0,042), 0,026 (0; 

0,051), 0 (0; 0,045), 0,036 (0; 0,064) y 0,038 (0,021; 0,064) partículas por unidad de 

área dendrítica para los tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. Estas variaciones fueron significativas (Figura 20-B; Prueba de Wald: 

χ2
(4) = 30,734; p < 0,0001), mostrando los tiempos 15 y 45 min mayores niveles de 

densidad de partículas que el tiempo Pre (MME: Pre: 0,027; 0 min: 0,035; 5 min: 0,026; 

15 min: 0,041; 45 min: 0,051. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,397; Pre vs 5 min, p 

= 0,9988; Pre vs 15 min, p = 0,0267; Pre vs 45 min, p < 0,0001). Las medianas (Q1; Q3) 

de área de PSD95 por área dendrítica fueron 0,0031 (0,0022; 0,0056), 0,0037 (0,0023; 

0,0066), 0,0046 (0,0031; 0,0079), 0,0047 (0,0025; 0,0077) y 0,0054 (0,0026; 0,0097) 

para los tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, respectivamente. La prueba de 

Wald obtuvo un p-valor cercano a la significancia estadística (Figura 20-C; χ2
(4) = 9,223; 

p = 0,0558) y la prueba post hoc de Tukey reveló que el área de partículas de PSD95 a 

5 minutos tiende a diferenciarse del tiempo Pre (MME: Pre: 0,0053; 0 min: 0,0056; 5 

min: 0,0067; 15 min: 0,0062; 45 min: 0,0061. Pre vs 5 min, p = 0,0779). Las medianas 

(Q1; Q3) de intensidad de fluorescencia de PSD95 relativa al área dendrítica fueron 59,7 

(33,2; 118,7), 68,7 (35,1; 127), 94,5 (50,8; 153,9), 94,8 (41,5; 155,2) para los 

tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, respectivamente. La prueba de Wald 

fue significativa (Figura 20-D; Prueba de Wald: χ2
(4) = 11,008; p = 0,0265) y la prueba 

post hoc de Tukey reveló que el tratamiento a 5 minutos tiende a diferenciarse del 

tratamiento Pre (MME: Pre: 97,1; 0 min: 100,7; 5 min: 120,8; 15 min: 111,2; 45 min: 

113,9. Pre vs 0 min, p = 0,9856; Pre vs 5 min, p = 0,0754; Pre vs 15 min, p = 0,2593; 

Pre vs 45 min, p = 0,1381). Las medianas (Q1; Q3) de intensidad de fluorescencia de 

PSD95 relativa al área de cada partícula fueron 80,5 (49,2; 124,4) y 17500 (15059; 

20582), 17146 (14865; 20422), 17227 (15381; 20433), 17100 (14870; 20679) y 16213 

(14295; 19351) para los tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. No se observaron variaciones significativas entre los grupos para este 

último parámetro (Figura 20-E; Prueba de Wald: χ2
(4) = 2,625; p = 0,6224. MEE: Pre: 

17859; 0 min: 17821; 5 min: 18045; 15 min: 17722; 45 min: 17413). Estos resultados 

indican que la LTPq tiene un potente efecto sobre el número de partículas de PSD95, 

incrementándolas a los 15 y 45 minutos; esto podría tener implicancias importantes para 

la función sináptica. 
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4.3.3 Efectos de la LTPq sobre la señal de sinapsina 

Se evaluaron los efectos de la LTPq sobre la señal de la proteína presináptica 

sinapsina (Figura 21-A). 

 

 

Syn

Pre 0 min 5 min

15 min 45 min

(A)
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Figura 21: Las neuronas hipocampales sometidas a LTPq no muestran cambios en la señal de la 
proteína presináptica sinapsina en tiempos posteriores al estímulo respecto al tiempo 
pretratamiento 
(A) Neuronas hipocampales de 18 DIV fueron sometidas a una LTPq, fijadas previamente al 
tratamiento (Pre) y a 0, 5, 15 y 45 minutos posteriores al mismo y finalmente inmunomarcadas 
contra la proteína presináptica sinapsina. El recuadro amarillo indica la ampliación que se muestra 
a la derecha de cada imagen. Escalas: Izq.: 10 µm, Der.: 1 µm. Se cuantificaron (B) la densidad, (C) 
el área y (D) la intensidad de fluorescencia de las partículas de sinapsina por área dendrítica. 
También se cuantificó (E) la intensidad de fluorescencia de las partículas de sinapsina por área de 
partícula. Los datos por grupo se muestran en gráficos de cajas (mediana y rango intercuartílico) y 
bigotes (valores mínimos y máximos no atípicos). Sin diferencias significativas respecto del grupo 
Pre mediante prueba de Tukey. Los datos corresponden a dos experimentos independientes. 
Número de neuronas = Pre: 21; 0 min: 19; 5 min: 11; 15 min: 19; 45 min: 16. 

Las medianas (Q1; Q3) de densidad de sinapsina fueron 0,056 (0; 0,133), 0,095 

(0,036; 0,18), 0,041 (0; 0,116), 0,054 (0,019; 0,112) y 0,078 (0,032; 0,164) partículas por 

unidad de área dendrítica para los tratamientos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. La prueba de Wald para el GLMM de los datos fue significativa (Figura 
21-B; χ2

(4) = 10,812; p = 0,0288) pero sin diferencias estadísticas de los tiempos pos-

estímulo respecto al tiempo Pre (MME: Pre: 0,077; 0 min: 0,119; 5 min: 0,069; 15 min: 

0,067; 45 min: 0,102. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,2067; Pre vs 5 min, p = 

0,9921; Pre vs 15 min, p = 0,9603; Pre vs 45 min, p = 0,6706). Resultados similares se 

observaron para el área de partículas de sinapsina respecto del área dendrítica, con 

medianas (Q1; Q3) de 0,014 (0,005; 0,035), 0,02 (0,009; 0,037), 0,012 (0,004; 0,025), 

0,008 (0,003; 0,02) y 0,0152 (0,005; 0,031) (Figura 21-C; Prueba de Wald: χ2
(4) = 16,997; 

p = 0,0019. MME: Pre: 0,022; 0 min: 0,028; 5 min: 0,019; 15 min: 0,017; 45 min: 0,024. 

Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,3136; Pre vs 5 min, p = 0,825; Pre vs 15 min, p = 

0,2684; Pre vs 45 min, p = 0,9781) y para la intensidad de la señal de sinapsina respecto 

al área dendrítica, con medianas (Q1;Q3) de 196 (68,6; 556,3), 276,9 (117; 546,2), 171 

(58,1; 381,5), 98,4 (39,8; 274,4) y 186,1 (72,2; 438,2), para los grupos Pre, 0 min, 5 min, 

15 min y 45 min respectivamente (Figura 21-D; Prueba de Wald: χ2
(4) = 15,687; p = 

0,0035. MME: Pre: 333; 0 min: 421; 5 min: 291; 15 min: 255; 45 min: 352. Prueba de 

Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,3558; Pre vs 5 min, p = 0,9087; Pre vs 15 min, p = 0,2602; 

Pre vs 45 min, p = 0,9936). Las medianas (Q1; Q3) para la intensidad de la señal de 

sinapsina respecto área de cada partícula fueron 12225 (10687; 15213), 11860 (10400; 

14193), 12846 (10933; 16180), 11633 (10383; 13900) y 11783 (10458; 14151) para los 

grupos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, respectivamente. La prueba de Wald para el 

GLMM de los datos fue significativa (Figura 21-E; χ2
(4) = 22,729; p = 0,0001), mostrando 

el grupo a 15 minutos una media marginal estimada menor que el tiempo Pre con una 

diferencia estadística cercana al valor de significancia (MME: Pre: 13066; 0 min: 12664; 

5 min: 13504; 15 min: 12565; 45 min: 12652. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,1899; 

Pre vs 5 min, p = 0,3266; Pre vs 15 min, p = 0,0751; Pre vs 45 min, p = 0,2119). Estos 
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resultados indican que la LTPq no induce cambios en sinapsina que se alejen 

significativamente de los valores basales para los tiempos evaluados. 

Los resultados de este capítulo hasta acá expuestos muestran que la LTPq 

indujo cambios estadísticamente significativos respecto a la condición basal (Pre) tanto 

en la señal de acetilación dendrítica (densidad, área, intensidad de fluorescencia) como 

en la proteína posináptica PSD95 (densidad), indicando que son regulados durante este 

evento de plasticidad, mientras que en la proteína presináptica sinapsina no indujo 

variaciones significativas. En la Figura 22 se resumen los resultados ya presentados de 

densidad de partículas para AcLys, PSD95 y Syn; se muestran las medias marginales 

estimadas de los modelos (MME) relativizados al tiempo Pre y se denotan las diferencias 

estadísticas significativas con el tiempo Pre con asteriscos para cada señal. De esta 

forma, queda claro que, luego del LTPq, hay un primer aumento en la densidad de AcLys 

que es seguido del aumento en PSD95. 

 
Figura 22: MME de las densidades de partículas para AcLys, PSD95 y Syn, relativizadas a cada 
tiempo Pre 
Los puntos de colores muestran las medias marginales estimadas de los modelos para el número 
de partículas de AcLys (rojo), PSD95 (verde) y sinapsina (celeste) por área dendrítica, relativizados 
a la MME del tiempo Pre. Los asteriscos muestran diferencias estadísticas significativas con el 
tiempo Pre, para cada señal. 

Nos interesó, seguidamente, evaluar la dinámica de la acetilación sináptica. Con 

ese propósito, analizamos, por un lado, la colocalización de AcLys con PSD95 

(acetilación posináptica; AcLys+PSD95+) y, por otro lado, con Syn (acetilación 

presináptica; AcLys+Syn+). En ambos casos, se evaluaron los mismos cuatro 

parámetros antes estudiados. 
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4.3.4 Colocalización de AcLys con PSD95 

A partir de los mismos cultivos co-marcados para AcLys y PSD95 evaluados en 

las secciones anteriores de este capítulo estudiamos la colocalización de ambas 

señales. En la Figura 23-A se muestran imágenes de neuronas representativas de cada 

tiempo filtradas para un umbral mínimo de cada señal y binarizadas. En magenta se 

muestra la señal de AcLys y en verde la de PSD95. En la columna de la izquierda se 

muestran las neuronas con bajo aumento y en la columna de la derecha se muestran 

fragmentos ampliados de las neuronas, con líneas punteadas que marcan el sentido de 

las dendritas y flechas amarillas que indican las zonas de colocalización, que se ven en 

color blanco. 



  Capítulo 4: Cambios en la acetilación y 
composición sináptica inducidos por LTP in vitro 

74 
  

 



  Capítulo 4: Cambios en la acetilación y 
composición sináptica inducidos por LTP in vitro 

75 
  

 
Figura 23: La señal de AcLys que colocaliza con PSD95 aumenta 15 minutos después de la LTPq 
(A) Neuronas hipocampales de 18 DIV fueron sometidas a una LTPq, fijadas previamente al 
tratamiento (Pre) y a 0, 5, 15 y 45 minutos posteriores al mismo y finalmente inmunomarcadas 
contra AcLys (magenta) y contra la proteína de la densidad posináptica PSD95 (verde). Las 
imágenes se muestran filtradas para un umbral mínimo de cada señal y binarizadas. En la fila de la 
izquierda se muestra una neurona por cada tiempo evaluado; el recuadro amarillo indica la 
ampliación que se muestra en la columna de la derecha. Las líneas punteadas marcan el sentido 
de las dendritas y las flechas amarillas indican las zonas de colocalización que se ven en color 
blanco. Escalas: Izq.: 10 µm, Der.: 1 µm. Se cuantificaron (B) la densidad, (C) el área y (D) la 
intensidad de fluorescencia de las partículas de AcLys que colocalizan con las partículas de PSD95. 
También se cuantificó (E) la intensidad de fluorescencia de las partículas AcLys+PSD95+ por área 
de la misma. Los datos por grupo se muestran en gráficos de cajas (mediana y rango intercuartílico) 
y bigotes (valores mínimos y máximos no atípicos). (*) p < 0,05; (***) p < 0,001; (****) p < 0,0001; 
prueba de Tukey. Los datos corresponden a dos experimentos independientes. Número de 
neuronas = Pre: 20; 0 min: 20; 5 min: 10; 15 min: 20; 45 min: 20. 

Las medianas (Q1; Q3) de densidad de partículas AcLys que colocalizaron 

con PSD95 fueron 0,011 (0,007; 0,015), 0,02 (0,013; 0,025), 0,017 (0,016; 0,024), 

0,038 (0,019; 0,052) y 0,03 (0,017; 0,038) para los grupos Pre, 0 min, 5 min, 15 

min y 45 min, respectivamente. La prueba de Wald para el GLMM fue significativa 

(Figura 23-B; χ2
(4) = 22,729; p = 0,0001) y la prueba post hoc de Tukey sobre las 

medias marginales estimadas (MME) del modelo mostraron un aumento 

estadísticamente significativo de la densidad a los 15 minutos en un 73% respecto 

del tiempo Pre (MME: Pre: 0,022; 0 min: 0,026; 5 min: 0,031; 15 min: 0,038; 45 

min: 0,031. 15 min / Pre = 1,73. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,7896; Pre 

vs 5 min, p = 0,2804; Pre vs 15 min, p = 0,0019; Pre vs 45 min, p = 0,1575). Las 

medianas (Q1; Q3) de área de partículas AcLys+PSD+ por unidad de área 

dendrítica fueron 15x10-5 (8x10-5; 23x10-5), 31x10-5 (14x10-5; 50x10-5), 38x10-5 



  Capítulo 4: Cambios en la acetilación y 
composición sináptica inducidos por LTP in vitro 

76 
  

(21x10-5; 45x10-5), 51x10-5 (32x10-5; 97x10-5) y 40x10-5 (15x10-5; 62x10-5) para los 

grupos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, respectivamente. La prueba de Wald 

para el GLMM fue significativa (Figura 23-C; χ2
(4) = 23,032; p = 0,0001). El área 

de las partículas AcLys+PSD+ respecto del área dendrítica tendió a aumentar a 

los 5 minutos y se diferenció significativamente a los 15 minutos respecto al tiempo 

Pre (MME: Pre: 31x10-5; 0 min: 42x10-5; 5 min: 52x10-5; 15 min: 65x10-5; 45 min: 

45x10-5. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,4049; Pre vs 5 min, p = 0,064; Pre 

vs 15 min, p < 0,0001; Pre vs 45 min, p = 0,2143). La MME de 15 minutos fue un 

111% mayor que la del tiempo Pre (15 min / Pre = 2,106). Las medianas (Q1; Q3) 

de intensidad de fluorescencia de partículas AcLys+PSD+ por área dendrítica 

fueron 0,83 (0,45; 1,14), 1,44 (0,84; 1,98), 1,3 (1,18; 2,05), 2,85 (1,32; 4) y 2,34 

(1,08; 2,96) para los grupos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, respectivamente. 

La prueba de Wald para el GLMM fue significativa (Figura 23-D; χ2
(4) = 18,281; p 

= 0,0011). La intensidad de fluorescencia mostró un aumento significativo a 15 

min respecto del tiempo Pre (MME: Pre: 1,58; 0 min: 1,96; 5 min: 2,44; 15 min: 

2,96: 45 min: 2,32. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,6924; Pre vs 5 min, p = 

0,1401; Pre vs 15 min, p = 0,0005; Pre vs 45 min, p = 0,1365) con una MME un 

87% mayor (15 min / Pre = 1,87). Las medianas (Q1; Q3) de intensidad de 

fluorescencia de partículas AcLys+PSD+ por unidad de área de partícula fueron 

7000 (4000; 8500), 7000 (3971; 8625), 6563 (3172; 8531), 7000 (4139; 9250) y 

7625 (6250; 9875) para los grupos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. La prueba de Wald para el GLMM fue significativa (Figura 23-
E; χ2

(4) = 11,199; p = 0,0244). Las intensidades de fluorescencia por área de 

partícula en los tiempos pos-estímulo no mostraron diferencias con el tiempo Pre 

(MME: Pre: 8166; 0 min: 7361; 5 min: 6929; 15 min: 7536; 45 min: 8247. Prueba 

de Tukey: Pre vs 0 min, p = 0,3699; Pre vs 5 min, p = 0,163; Pre vs 15 min, p = 

0,5779; Pre vs 45 min, p = 0,9997). Solamente se observa una tendencia entre los 

tiempos 5 y 45 min (Prueba de Tukey: p = 0,075). Estos resultados indican que la 

LTPq inducida por un shock de glicina a alta concentración genera cambios en los 

niveles de acetilación en la posinapsis, señalando que la acetilación de proteínas 

de dicho compartimento neuronal está regulada durante este proceso de 

plasticidad in vitro. 

4.3.5 Colocalización de AcLys con sinapsina 

En la Figura 24-A se muestran imágenes de neuronas representativas de cada 

tiempo filtradas para un umbral mínimo de cada señal y binarizadas. En magenta se 
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muestra la señal de AcLys y en cian la de PSD95. Las señales que colocalizan se ven 

en blanco. 
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Figura 24: La señal de AcLys que colocaliza con Syn no cambia tras la LTP 
(A) Neuronas hipocampales de 18 DIV fueron sometidas a una LTPq, fijadas previamente al 
tratamiento (Pre) y a 0, 5, 15 y 45 minutos posteriores al mismo y finalmente inmunomarcadas 
contra AcLys (magenta) y contra la proteína presináptica sinapsina (cian). Las imágenes se 
muestran filtradas para un umbral mínimo de cada señal y binarizadas. En la fila de la izquierda se 
muestra una neurona por cada tiempo evaluado; el recuadro amarillo indica la ampliación que se 
muestra en la columna de la derecha. Las líneas punteadas marcan el sentido de las dendritas y las 
flechas amarillas indican las zonas de colocalización que se ven en color blanco. Escalas: Izq.: 10 
µm, Der.: 1 µm. Se cuantificaron (B) la densidad, (C) el área y (D) la intensidad de fluorescencia de 
las partículas de AcLys que colocalizan con las partículas de Syn. También se cuantificó (E) la 
intensidad de fluorescencia de las partículas AcLys+Syn+ por área de la misma. Los datos por grupo 
se muestran en gráficos de cajas (mediana y rango intercuartílico) y bigotes (valores mínimos y 
máximos no atípicos). Sin diferencias significativas respecto del grupo Pre mediante prueba de 
Tukey. Los datos corresponden a dos experimentos independientes. Número de neuronas = Pre: 
20; 0 min: 19; 5 min: 10; 15 min: 17; 45 min: 17. 

Las medianas (Q1; Q3) de densidad de partículas AcLys que colocalizaron con 

sinapsina fueron 0,025 (0,013; 0,039), 0,017 (0,015; 0,025), 0,03 (0,015; 0,052), 0,014 

(0,008; 0,033) y 0,017 (0,008; 0,034) para los grupos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. No se observaron diferencias estadísticas significativas entre los 

grupos (Figura 24-B; Prueba de Wald: χ2
(4) = 4,103; p = 0,3923. MME: Pre: 0,029; 0 min: 

0,026; 5 min: 0,038; 15 min: 0,02; 45 min: 0,027). Las medianas (Q1; Q3) de área de 

partículas AcLys+Syn+ por unidad de área dendrítica fueron 59x10-5 (19x10-5; 84x10-5), 

24x10-5 (19x10-5; 39x10-5), 71x10-5 (23x10-5; 154x10-5), 28x10-5 (18x10-5; 53x10-5) y 

27x10-5 (12x10-5; 52x10-5) para los grupos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. La prueba de Wald para el GLMM fue no significativa (Figura 24-C; 

χ2
(4) = 1,943; p = 0,7462. MME: Pre: 62x10-5; 0 min: 59x10-5; 5 min: 76x10-5; 15 min: 

58x10-5; 45 min: 54x10-5). Las medianas (Q1; Q3) de intensidad de fluorescencia de 
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partículas AcLys+Syn+ por área dendrítica fueron 2,05 (1,08; 2,87), 1,31 (0,93; 1,8), 

2,11 (0,97; 3,66), 1,13 (0,66; 2,2) y 1,21 (0,56; 2,34) para los grupos Pre, 0 min, 5 min, 

15 min y 45 min, respectivamente. No se observaron diferencias estadísticas 

significativas entre los grupos (Figura 24-D; Prueba de Wald: χ2
(4) = 2,244; p = 0,6909. 

MEE: Pre: 2,07; 0 min: 2,1; 5 min: 2,5; 15 min: 1,9; 45 min: 1,88). Las medianas (Q1; 

Q3) de intensidad de fluorescencia de partículas AcLys+Syn+ por unidad de área de 

partícula fueron 6625 (3441; 8000), 6875 (3706; 8000), 6455 (3037; 7875), 6375 (3211; 

7469) y 6500 (3420; 7875) para los grupos Pre, 0 min, 5 min, 15 min y 45 min, 

respectivamente. La prueba de Wald para el GLMM fue significativa (Figura 24-E; χ2
(4) 

= 12,68; p = 0,013). Las intensidades de fluorescencia por área de partícula en los 

tiempos pos-estímulo no mostraron diferencias con el tiempo Pre (MME: Pre: 6329; 0 

min: 6952; 5 min: 5660; 15 min: 6148; 45 min: 6828. Prueba de Tukey: Pre vs 0 min, p 

= 0,4246; Pre vs 5 min, p = 0,4238; Pre vs 15 min, p = 0,9869; Pre vs 45 min, p = 0,6859). 

Se observan diferencias estadísticas significativas entre los tiempos 5 vs 0 min y una 

tendencia en 5 vs 45 min (Prueba de Tukey: 5 vs 0 min: p = 0,017; 5 vs 45 min: p = 

0,0515). Estos resultados evidencian que la PLTq no genera cambios en los niveles de 

acetilación asociados a la presinapsis en los tiempos observados. 

En resumen de esta sección, observamos que la LTPq induce un aumento de la 

AcLys asociada a la proteína posináptica PSD95 15 minutos luego de la estimulación, 

sin embargo no se observan cambios de AcLys asociados a la proteína presináptica 

sinapsina. En la Figura 25 se grafican los resultados ya presentados de densidad de 

partículas para AcLys sináptica (AcLys+PSD95+ y AcLys+Syn+); se muestran las 

medias marginales estimadas de los modelos (MME) relativizados al tiempo Pre y se 

denotan las diferencias estadísticas significativas con el tiempo Pre con asteriscos para 

cada señal. Se remarca cómo la señal de AcLys+PSD95+ muestra un aumento 

sostenido hasta los 15 y luego comienza a decaer, mientras que la señal de AcLys+Syn+ 

fluctúa alrededor del valor base. Patrones similares presentan los otros tres parámetros 

de colocalización. 
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Figura 25: MME de las densidades de partículas de AcLys sináptica, relativizadas a cada tiempo 
Pre 
Los puntos de colores muestran las medias marginales estimadas de los modelos para el número 
de partículas de AcLys+PSD95+ (rojo) y AcLys+Syn+ (naranja) por área dendrítica, relativizados a la 
MME del tiempo Pre. Las diferencias estadísticas significativas con el tiempo Pre se muestran con 
asteriscos. 

 
4.4 Discusión 

La LTP inducida químicamente con altas concentraciones de glicina causa 

cambios en los niveles de acetilación dendrítica y en la composición de las proteínas 

sinápticas sobre las dendritas secundarias de neuronas de hipocampo en cultivo 

primario (Figura 19, Figura 20 y Figura 21). La ausencia de cambios en los parámetros 

de sinapsina es destacable en vista de que la Sinapsina 1 interactúa directamente con 

tubulina (Bennett et al., 1991). Es interesante observar la secuencia de los cambios 

observados, siendo el primero el aumento en la densidad, el área y la intensidad de 

partículas AcLys (iniciando a 5 minutos desde la estimulación) y, seguidamente, el 

aumento en la densidad de partículas de la proteína de la densidad posináptica PSD95 

(iniciando a 15 minutos desde la estimulación) (Figura 22). Esto podría sugerir una 

relación funcional entre estas dos olas de cambio. Las variaciones observadas en AcLys 

posiblemente correspondan a cambios en la acetilación de tubulina, ya que la misma 

precipita con el anticuerpo anti-AcLys en ensayos de inmunoprecipitación (resultados 

no publicados del laboratorio) y además es la principal proteína reconocida por anti-

AcLys (Figura 11). Estos resultados están en consonancia con reportes que indican que 

luego de un protocolo de inducción de LTP los microtúbulos invaden las espinas 

dendríticas activas por un mecanismo dependiente de actina (Merriam et al., 2013; 
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Mitsuyama et al., 2008; Schätzle et al., 2018) y con un reporte de que hay un pool de 

microtúbulos presinápticos que es regulado por actividad (Parato & Bartolini, 2021). 

La LTPq indujo cambios en la colocalización de entre AcLys y PSD95, pero no 

entre AcLys y Syn (Figura 23, Figura 24 y Figura 25); esto sugiere que hay un arreglo 

estructural en la posinapsis luego de la LTP que involucra la señalización mediada por 

microtúbulos asociada a PSD95. En cultivos primarios de neuronas de hipocampo de 

rata tratadas por 12 horas con el inhibidor de KDACs de clase I y II, TSA, se observó un 

aumento en la densidad de partículas de PSD95 pero no así de marcadores 

presinápticos. También se encontró un aumento en la acetilación de la proteína 

cortactina, la cual se encuentra tanto en la densidad posináptica como en el cuerpo de 

la dendrita; la cortactina acetilada era encontrada mayormente en el cuerpo de la 

dendrita. Los autores propusieron que la acetilación de cortactina sináptica afecta su 

unión a proteínas de la densidad posináptica induciéndola a migrar al cuerpo de la 

dendrita, lo que traería como consecuencia la liberación de la inhibición al clustering de 

PSD95 (Catarino et al., 2013). Esto revela la estrecha relación entre PSD95 y la 

modulación por acetilación de las proteínas con las que interactúa. 

El aumento en el número de partículas de PSD95 tras la inducción de la LTP 

(Figura 20-B) apoya los resultados de Clavet-Fournier y colaboradores, que 

encontraron que la LTPq induce un aumento en el número de partículas de PSD95 en 

tiempos similares a los evaluados en este trabajo (Clavet-Fournier et al., 2023). Ellos 

encuentran que, tras la LTP, las estructuras que forma PSD95 en la sinapsis cambian 

de proporción, pasando de una alta frecuencia relativa de estructuras tipo mácula (que 

se reconoce como una sola partícula) a una mayor frecuencia de estructuras 

fragmentadas (que se reconocen como varias partículas en una misma espina). Si esto 

mismo estuviera pasando en los cultivos que evaluamos, eso explicaría por qué sólo 

vemos un aumento en el número de partículas de PSD95 y ningún cambio en los demás 

parámetros. Cabe aclarar que en el trabajo de Clavet-Fournier logran identificar cada 

espina y evaluarla en el tiempo, lo cual no fue posible con nuestra metodología. 

Concluimos que la plasticidad sináptica inducida por la LTPq aquí estudiada 

afecta la organización de las espinas dendríticas a través de un proceso que involucra 

la acetilación de proteínas (posiblemente tubulina) y el clustering de PSD95. Nuestros 

datos sugieren que esto ocurre principalmente en las posinapsis y apoya a los 

resultados reportados por nuestro laboratorio en los que cambios similares en 

acetilación y clustering de PSD95 se observan en el hipocampo de ratones durante la 

consolidación de la memoria de largo término (Esquivel, 2017).



5 Capítulo 5: Discusión general y conclusiones 
En esta tesis estudiamos el papel de la acetilación de proteínas sinápticas 

durante la consolidación de la memoria de evitación inhibitoria en ratón. Con este fin 

evaluamos, en primer lugar, el efecto de la inhibición de deacetilasas sobre la retención 

memoria de largo término. En el capítulo 2 de este trabajo hallamos que la inhibición 

específica de la deacetilasa KDAC6, mediante Tubastatina A durante la ventana de 

consolidación de la memoria de largo término de EI, facilita la misma. La facilitación 

ocurre tanto cuando se administra el inhibidor de forma intraperitoneal como cuando se 

administra directamente en el hipocampo. Esto último indica que la actividad de KDAC6 

en el hipocampo es parte del sistema que modula el almacenamiento de memorias. En 

trabajos previos de nuestro laboratorio vimos que, durante la consolidación de la 

memoria de EI, los niveles de AcLys aumentaban en extractos eDPS de hipocampo. 

Como mostramos en este trabajo, la banda de AcLys se superpone con la banda de 

tubulina. En segundo lugar, evaluamos la inhibición de deacetilasas sobre la retención 

memoria de largo término y observamos que la inhibición de la acetiltransferasa NAT10 

en el hipocampo con Remodelina conlleva a la facilitación de la memoria de largo. El 

mecanismo por el cual logra el mencionado efecto es aún desconocido, aunque 

hipotetizamos que podría ser mediante modificaciones del ARN. 

Teniendo en mente el posible papel de la tubulina sináptica durante la 

consolidación de la memoria, en el capítulo 3 exploramos la acción de distintos 

inhibidores de KDACs sobre la acetilación de tubulina, confirmando que KDAC6 

deacetila dicha proteína in vitro e in vivo, aunque no es la única. Además, encontramos 

evidencia de que la acetilación de tubulina en la sinapsis hipocampal es regulada 

durante la consolidación de la memoria de largo término en sitios distintos a K40 de ɑ-

tubulina. Este resultado va en consonancia con reportes en los que otras acetilaciones 

de ɑ-tubulina, como K394, son abundantes en el sistema nervioso (F. Liu et al., 2024; 

Saunders et al., 2022) y además son deacetiladas por KDAC6 (N. Liu et al., 2015). Por 

ejemplo la acetilación K394 de α-ubulina está involucrada en la morfogénesis sináptica 

en Drosophila (Saunders et al., 2022). 

Con la idea de establecer de forma más directa el papel de la acetilación de 

proteínas durante la plasticidad sináptica y definir subcelularmente dónde ocurren los 

cambios que involucran la acetilación de proteínas, usamos el modelo de LTP. Los 

estudios realizados en cultivos neuronales primarios de baja densidad son una 

herramienta que ha permitido históricamente la disección de los cambios moleculares y 

celulares durante la plasticidad sináptica. 
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En el capítulo 4 reportamos los efectos de la LTP inducida químicamente sobre 

la acetilación dendrítica y sináptica y sobre la composición de la sinapsis. Hallamos que 

la estimulación induce, en primer lugar, un aumento de la acetilación dendrítica a los 5 

minutos y, luego, un aumento en la densidad de partículas de PSD95 a 15 y 45 minutos. 

En las sinapsis, PSD95 se encuentra en un complejo proteico que organiza receptores 

y moléculas involucradas en la transducción de señales en la zona de contacto. En este 

complejo son abundantes α y β tubulina (Dosemeci et al., 2007). En las dendritas, la 

interacción entre PSD95 y los microtúbulos (mediada por EB3) es parte del mecanismo 

que define la morfología dendrítica (Sweet et al., 2011). Por otro lado, la inhibición de la 

polimerización de microtúbulos mediante la administración de nocodazol impide la 

retención de la memoria de miedo contextual, mientras que la inclusión de paclitaxel 

(para estabilizar las MT) o el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) rescató la 

retención. Además, el nocodazol también inhibió el aumento en la densidad de espinas 

en el hipocampo y la corteza después del condicionamiento contextual del miedo 

(Fanara et al., 2010). Dado que en nuestros experimentos las principales acetilaciones 

de lisina detectadas son en tubulina, pensamos que puede haber una relación causal 

en la secuencia de aumento en las partículas de AcLys (5 min) seguida del aumento de 

partículas de PSD95 (15 y 45 min). Esta idea está también apoyada en que en el tiempo 

intermedio, 15 min, se ve un aumento de la señal de acetilación asociada a PSD95.  

Mientras que la inducción de la LTP no indujo cambios en la señal de AcLys asociada a 

la proteína presináptica sinapsina1. Estos resultados sugieren que hay una señalización 

mediada por acetilación en la posinapsis asociada a una reorganización de PSD95.  

Estos resultados refuerzan lo visto in vivo durante la consolidación de la memoria 

de EI en los que un aumento en la acetilación en extractos eDPS coincide con un 

aumento en el clustering de PSD95 45 min luego de terminado el entrenamiento 

(Esquivel, 2017). También apuntan a que la facilitación de la memoria de EI por la 

inhibición de KDAC6 podría estar sustentada en cambios en la acetilación de proteínas 

sinápticas, en particular tubulina.    

La correlación entre aumentos en acetilación sináptica y clustering de PSD95 

son para nosotros un posible sustrato a los efectos vistos tanto en la facilitación mediada 

por la inhibición de KDAC6 como en los cambios vistos después de la inducción de 

plasticidad sináptica en cultivos neuronales.  

Los resultados presentados en esta tesis son relevantes para profundizar en el 

entendimiento del proceso fisiológico de la consolidación de memorias, como también 

pueden ser útiles para comprender las patologías asociadas a la formación de 
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memorias. La inhibición de KDAC6 se ha asociado a mejoras cognitivas en modelos 

animales de Enfermedad de Alzheimer (Govindarajan et al., 2013), y en personas con 

dicha patología se ha observado 31% más cantidad de la proteína KDAC6 en muestras 

de corteza frontal respecto de personas sanas (Anderson et al., 2015). Por otro lado, se 

ha propuesto un mecanismo de vigilancia dependiente de KDAC6 que suprime la 

acumulación tóxica de la proteína tau, en un modelo de la Enfermedad de Alzheimer 

(Trzeciakiewicz et al., 2020). Esto evidencia que la actividad de KDAC6 y la acetilación 

de tubulina están ligadas al proceso de formación de memorias, tanto en modelos 

fisiológicos como patológicos. 

Las conclusiones generales de este trabajo son: 

• La acetilación de proteínas sinápticas participa de la consolidación de la 

memoria de largo término de evitación inhibitoria en ratones. 

• La acetilación de las lisinas no-K40 de ɑ-tubulina y las de b-tubulina en 

sinapsis del hipocampo son importantes para la consolidación de la memoria de 

largo término de evitación inhibitoria en ratones.  

• La acetilación dendrítica y sináptica, como también la composición 

sináptica, son alteradas luego de una estimulación que induce LTP.
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7 Apéndices 
7.1 Abreviaturas

NMDA: ácido N-metil-D-aspártico 

AMPA: ácido α-amino-3-hidroxi-5-
metilo-4-isoxazolpropiónico 

PSD: densidad posináptica 

PSD95: Proteína de la densidad 
posináptica 95 

KAT/HAT: acetiltransferasa de lisina 

KDAC/HDAC: deacetilasa de lisina 

KDAC6: deacetilasa de lisina 6 

H2 / H3 / H4: histona 2 / histona3 / 
histona4 

NAD+: nicotinamida adenina 
dinucleótido 

NaB: butirato de sodio 

TSA. Tricostatina A 

TubA: Tubastatina A 

IC50: concentración inhibitoria del 50% 

Hi2: inhibidor de HAT-2 

Re: Remodelina 

IP: intraperitoneal 

MWM: laberinto acuático de Morris 

NOR: tarea de reconocimiento de 
objeto novedoso 

EI: evitación inhibitoria 

SI: shock inmediato 

SD: shock débil 

SF: shock fuerte 

HT: extracto homogenato total 

eDPS: extracto enriquecido en 
densidades posinápticas 

LDS: dodecilsulfato de litio 

GLM: modelos lineales generalizados 

GLMM: modelos lineales generalizados 
mixtos 

MME: media marginal estimada (de un 
modelo GLM o GLMM) 

ARN: ácido ribonucleico 

ADN: ácido desoxiribonucleico 

MT: microtúbulo 

MAP: proteína asociada a los 
microtúbulos 

LTP: potenciación de largo término 

LTPq: potenciación de largo término 
inducida químicamente 

AcLys: lisinas acetiladas 

Syn: sinapsina 

DIV: días in vitro 
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