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Resumen.

En el presente trabajo se pretende abordar el estudio de mecanismos de regulacion de la
reconsolidacion de la memoria. Para ello utilizamos la tarea de evitacién inhibitoria, la cual constituye
un modelo de estudio de procesos de aprendizaje y memoria ampliamente utilizados en el campo de
las neurociencias. Esta tesis se enmarca en el estudio de mecanismos de regulacién de la via de
sefalizacion de ERK/MAPK en el hipocampo de ratones CF-1 luego de la reactivacién de la memoria
de evitacion inhibitoria. Asimismo, hemos extendido el estudio a otras dreas cerebrales involucradas
en la reconsolidacion de esta memoria.

En particular, estudiamos el rol de la dimerizacion de la proteina ERK2 en los procesos que
ocurren luego de la reactivacién de la memoria. Para esto, entrenamos ratones de la cepa CF-1 con
dos tipos de entrenamiento: uno de intensidad débil y otro de intensidad fuerte, y 48 horas después
reactivamos la memoria. Encontramos que la dimerizacion de ERK2 en el hipocampo depende del tipo
de entrenamiento usado. Mas aun, estudiamos el efecto de la administracién de un inhibidor de la
dimerizacién luego de la reactivacion de la memoria en el hipocampo, y observamos que su efecto
también depende del tipo de entrenamiento usado: mientras que en los animales entrenados con un
shock fuerte la droga causd un impedimento en la tarea conductual, en los animales entrenados con
un shock débil tuvo un efecto facilitador.

Por otro lado, estudiamos una proteina reguladora de la actividad ERK en el compartimento
citosodlico: la fosfatasa MKP3, que regula su defosforilacién. Encontramos que la expresion de esta
proteina sigue, una cinética inversa respecto de la fosforilacién de ERK. Ademas, pusimos a punto la
administracion de BCI, una droga que impide la actividad de MKP3, por lo que para futuros estudios
contamos con una herramienta farmacoldgica que regula positivamente la actividad de ERK de manera
especifica, algo con lo que no contabamos hasta ahora.

Por ultimo, realizamos estudios de inmunohistoquimica contra c-Fos con el objetivo de
identificar distintas areas cerebrales involucradas en la reconsolidacion de la tarea.

En resumen, en este trabajo se aportan evidencias que aportan a una mejor comprensién de
los complejos mecanismos regulatorios de la via de ERK/MAPK involucrados en los procesos de

reconsolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria.

palabras claves: memoria, reconsolidacion, erk, dimerizacién



Abstract.

title: Regulation of the ERK/MAPK pathway during inhibitory avoidance memory
reconsolidation.

This study aims to investigate the regulatory mechanisms of memory reconsolidation. To this
end, we used the inhibitory avoidance task, a widely employed model for studying learning and memory
processes in neuroscience. This thesis focuses on the regulation of the ERK/MAPK signaling pathway
in the hippocampus of CF-1 mice following the reactivation of inhibitory avoidance memory.
Additionally, we extended the study to other brain areas involved in the reconsolidation of this memory.

Specifically, we examined the role of ERK2 protein dimerization after memory reactivation. CF-
1 mice were trained with two types of training protocols: one using a weak-intensity shock and the
other a strong-intensity shock, and their memory was reactivated 48 hours later. We found that ERK2
dimerization in the hippocampus depends on the type of training used. Furthermore, we studied the
effects of administering an inhibitor of ERK dimerization into the hippocampus following memory
reactivation. The effects were also training-dependent: in animals trained with a strong shock, the drug
impaired performance in the task, whereas in animals trained with a weak shock, it had a facilitating
effect.

Additionally, we studied a regulatory protein of ERK activity in the cytosolic compartment: the
phosphatase MKP3, which modulates ERK dephosphorylation. We found that MKP3 expression
follows an inverse kinetic pattern relative to ERK phosphorylation. Moreover, we developed an injection
protocol for BCI, a drug that inhibits MKP3 activity. This provides a new pharmacological tool for future
studies to positively regulate ERK activity specifically, a capability previously unavailable.

Finally, we conducted immunohistochemistry studies targeting c-Fos to identify brain areas
involved in the reconsolidation of the task.

In summary, this work provides evidence contributing to a better understanding of the complex
regulatory mechanisms of the ERK/MAPK pathway involved in the reconsolidation processes of

inhibitory avoidance memory

keywords: memory, reconsolidation, erk, dimerization
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introduccion

I1 - Aprendizaje y memoria.

El aprendizaje y la memoria son funciones cognitivas que permiten a los animales
relacionarse de manera efectiva con el ambiente que les rodea. Poder extraer informacion del
contexto y de las experiencias vividas y disponer de la misma para modelar conductas futuras
es de gran valor adaptativo, ya que permite contar con un repertorio conductual que mejor
se adapte a las necesidades subjetivas y las exigencias de un ambiente cambiante.

Por esta razén, muchos de los mecanismos moleculares y circuitos neuronales que
subyacen y regulan a estos procesos han sido conservados evolutivamente.

El concepto de aprendizaje refiere al proceso por el cual un individuo adquiere un
cambio en su comportamiento producto de la experiencia’, mientras que por memoria
entendemos a aquellos mecanismos que permiten que estos cambios se sostengan en el

tiempo?.

I2 - Aprendizaje asociativo.

El aprendizaje asociativo es un tipo de aprendizaje en el cual los sujetos aprenden
sobre la relacion entre dos estimulos, o bien entre un estimulo y una accién. Este tipo de
aprendizaje es crucial para que los individuos se puedan adaptar al medio al permitirles
predecir y responder a eventos basados en su experiencia previa. Probablemente el
aprendizaje de este tipo mas conocido es el condicionamiento clasico o Pavloviano. Este tipo
de condicionamiento consiste en el aprendizaje de la asociacion entre un estimulo
inicialmente neutro (CS, por conditioned stimulus), que al presentarse de manera contingente
con un estimulo capaz de evocar una respuesta (US, por unconditioned stimulus) genera una
asociacion entre ambos, dando lugar a la aparicion de una respuesta condicionada. En el
laboratorio, una de las formas mas usadas de este tipo de aprendizaje es el caso del
paradigma de condicionamiento de miedo en roedores. En esta tarea, un tono inicialmente
neutro (CS) se presenta durante el entrenamiento junto a una serie de shocks eléctricos (US)
en las patas de los animales que dan lugar a una respuesta incondicionada (como por ejemplo
inmovilidad). Esta contingencia entre los estimulos genera que, en una posterior sesién de
evaluacion, cuando se CS en ausencia del US, este ahora es capaz de provocar una
respuesta condicionada (de inmovilidad) por su asociacién al US.

Otro tipo de aprendizaje asociativo es el condicionamiento operante o instrumental.
En este caso, la asociacion se da entre una conducta y sus consecuencias, que pueden

aumentar (frente a consecuencias positivas) o disminuir (ante consecuencias negativas) la
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introduccion

probabilidad de ejecucion de dicha accién en el futuro. Un ejemplo clasico de este tipo de
aprendizaje son los experimentos desarrollados por Skinner®4. Los mismos consistian en
poner ratas en cajas de condicionamiento especialmente disefiadas para controlar los
estimulos del medio. Los animales en un principio exploraban la caja aleatoriamente, hasta
que por azar accionaban una palanca dentro de la misma. Dicha accion era recompensada
en algunos experimentos (los animales recibian una porciéon de comida) o castigada en otros
(las ratas recibian un shock eléctrico). En el primero de los casos Skinner observd que las
ratas rapidamente aprendieron a accionar la palanca mas rapido y con mayor frecuencia,

mientras que en el segundo caso evitaban realizarlo.

I3 - La tarea de evitacion inhibitoria.

La accion de evitar estimulos dafinos es una respuesta adaptativa y natural esencial
para la supervivencia de los animales. En las tareas de evitacién condicionada los animales
aprenden a minimizar o prevenir eventos adversos. Dentro de esta amplia descripcién se
pueden reconocer diversas formas de evitacién condicionada en la literatura®®, que se
pueden clasificar en dos grandes categorias: tareas de evitacién activa, en las cuales los
animales tienen que realizar alguna accién (subir a una plataforma o accionar una palanca
por ejemplo) para evitar recibir un estimulo aversivo, y tareas de evitacion pasiva, en las
cuales los animales aprenden a inhibir una respuesta para evitar el dafio.

La tarea de evitacion inhibitoria (IA, del inglés inhibitory avoidance) que usamos
durante este trabajo es un tipo de condicionamiento que entra dentro de la categoria de
evitacién pasiva. Este paradigma se basa en la preferencia y busqueda de los ratones de
ambientes oscuros y poco expuestos. En la versidon conocida como step-through que
utilizamos, durante la sesidon de entrenamiento se coloca al ratén en una plataforma
iluminada, expuesta y elevada del suelo, que comunica con un compartimento oscuro y
protegido por paredes. En esta sesion los ratones ingresan rapidamente al compartimiento
oscuro, donde reciben un shock eléctrico. En sesiones de evaluacion posteriores, al volver a
colocar al animal en la plataforma, observamos que la latencia de ingreso al comportamiento
oscuro es considerablemente mayor que la observada en el dia del entrenamiento (figura M1).

Este cambio de comportamiento del animal define el aprendizaje de la tarea, y el
aumento de latencia de ingreso al compartimiento oscuro sera nuestra definicion operativa

de memoria.
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Mowrer propone la teoria de dos factores (two-factor theory) para interpretar este tipo
de aprendizajes'®'2. Sugiere que los mismos tienen un primer factor que consiste en un
aprendizaje de tipo pavloviano, en donde un estimulo condicionado (en nuestro caso, el
contexto donde ocurre la tarea comportamental) se asocia a un estimulo incondicionado (el
shock ecléctico), que evoca un estado emocional de valencia negativa, y el animal empleara
conductas para evitar o disminuir la exposicién a dicho estimulo. Una vez que se produce
esta asociacion, se da lugar al segundo factor en donde se refuerza la asociacion entre las
conductas que disminuyen el encuentro con la situacion aversiva (evitando ingresar al
compartimiento donde recibid el shock), reforzando la conducta por un condicionamiento de
tipo operante %1317,

De esta manera, la tarea de evitacién inhibitoria se presenta como un modelo de
aprendizaje emocional en ratones y constituye una herramienta util para el estudio de

diversos aspectos relacionados a procesos de memoria y aprendizaje.

14 - Fases de la memoria.

El estudio de los procesos mnésicos se puede dividir en distintas etapas o fases
ampliamente usadas en el campo de neurobiologia de la memoria (figura I1). A continuacion,

se describen brevemente las mas relevantes para este trabajo.

14.1 - Consolidacion.

Luego del aprendizaje la informacién adquirida se encuentra codificada en los
circuitos neuronales que forman la traza mnésica (o engrama) de manera fragil, necesitando
que pase el tiempo para que se almacene de manera estable (figura 11).

Durante esta fase la traza mnésica es particularmente labil y susceptible de ser
interferida por diversos agentes externos, como agentes farmacolégicos o estimulos
distractores'®?'. Una vez concluida esta fase de consolidacién de la traza, la administracion
de estos mismos agentes deja de tener efecto, a menos que la traza vuelva a un estado labil.
Es importante destacar que el proceso de consolidacion sucede en varios niveles de
organizacion del sistema nervioso, que requieren dinamicas temporales especificas y
dependen del tipo de memoria estudiada. Por ejemplo, la consolidacién ‘local’ o celular da
cuenta de los procesos de estabilizacion que se dan en las sinapsis y circuitos neuronales
especificos que codifican una memoria®’. Este tipo de consolidacién dura alrededor de 6

horas luego del evento de aprendizaje®*?* y en la practica suele estar definida como la ventana
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temporal durante la cual la estabilizacidon de la memoria se puede bloquear por inhibidores
de la sintesis de proteinas?®, de ARN?® o de otras vias moleculares (por ejemplo CREB?"?,
PKA2930 PKCS3! NF-kB®*3 0 ERK3+*" entre otras).

Por otro lado, se ha propuesto otro proceso de consolidaciéon que puede durar dias,
meses o anos luego de la formacion de una memoria, que reorganiza y distribuye el engrama
en diferentes circuitos y areas cerebrales®**?, conocido como consolidacion sistémica.
Generalmente, el hipocampo es un area esencial para la adquisicion y expresién temprana
de memorias, pero mediante el proceso de consolidacion sistémica la dependencia del
hipocampo disminuye a medida que pasa el tiempo luego del aprendizaje. Este otro proceso
de consolidacion es responsable del mantenimiento de las memorias por largos periodos de

tiempo19,40,42—44

14.2 - Reconsolidacién.

En el apartado anterior se definié a la consolidacion como el proceso de estabilizacion
de las memorias previamente adquiridas, pero esto no implica que una memoria consolidada
se mantenga de manera estatica e inalterable en el tiempo. La capacidad de actualizar las
memorias adquiridas es de gran valor adaptativo, ya que permite incorporar nueva
informacion a la traza y mantener su relevancia frente a un ambiente cambiante*. Recuperar
la informacion almacenada no es un proceso pasivo, y multiples trabajos en diversas especies
animales han encontrado que ciertos recordatorios que dan lugar a la recuperacién de una
memoria pueden inducir un periodo de desestabilizacién de la traza mnésica consolidada,
permitiendo la posibilidad de que se incorpore nueva informacién. Si la situacion de
reactivacion de una memoria presenta informacion nueva para el animal, entonces se genera
un error de prediccion (es decir, una diferencia relevante entre la informacién almacenada
originalmente y la situacion actual de reactivacion). Es este error de prediccion lo que
desencadena la labilizacién de la memoria*->'. Se requiere luego de un proceso de
reconsolidacién para la nueva estabilizacion de la memoria®=* (figura I1).

Este fendmeno de labilizacion y posterior reconsolidacion de la traza mnésica ha sido
observado en una gran cantidad de especies, desde C. elegans® hasta humanos*®°6-9,
incluyendo una gran cantidad de trabajos realizados en roedores®®°, permitiendo
caracterizar este proceso en diversos tipos de memorias y distintos niveles de organizacién

del sistema nervioso.
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Figura I1 | Esquema de los procesos de consolidacion, estabilizacion y reactivacion de una memoria. Luego
de la adquisicion, una memoria se codifica de manera labil, requiriendo de un proceso de consolidacion para
estabilizarse. Una vez estabilizada, si se reactiva y hay un error de prediccién, la memoria puede volverse labil
nuevamente. Si ocurre una intervencién durante este periodo, la memoria puede sufrir diferentes destinos. El
bloqueo de la reconsolidaciéon causard que la memoria se debilite o resulte inaccesible, mientras que la
actualizacién incorporara nueva informacion a la traza. Por el contrario, si el proceso de reconsolidaciéon se
completa sin interferencias, la memoria se conserva o se fortalece.

15 - Areas cerebrales involucradas en memoria y aprendizaje.

El aprendizaje induce cambios en los patrones de actividad de las poblaciones de
neuronas activadas por la experiencia. Esta plasticidad implica una serie dinamica de
cambios en la expresidn génica y la conectividad sinaptica, y se sostiene que son estas
modificaciones las que generan cambios durables en los patrones de actividad a nivel de la
poblacion celular. Juntos, estos cambios en la expresién génica, la conectividad y la actividad
conjunta de grupos de neuronas constituyen una huella de memoria neurofisiolégica que se
suele definir como engrama®®’. Si bien se han identificado engramas en multiples areas
cerebrales (por ejemplo, el hipocampo®-"2, la amigdala™"® o la corteza prefrontal””-"°, entre
otras), es generalmente aceptado que el engrama que sostiene la memoria de una experiencia
especifica estd ampliamente distribuido en el cerebro. Los engramas en diferentes regiones
del cerebro pueden dar cuenta de diferentes aspectos de la experiencia®. Por ejemplo, en la
tarea de miedo condicionado contextual, los engramas hipocampales representan
principalmente el contexto de aprendizaje, mientras que en la amigdala se codifica en parte
la valencia de la experiencia, y en ensambles presentes en la corteza prefrontal se codifica
preferentemente informacién sensorial®’.

Si bien la participacion de distintas areas va a depender de la tarea utilizada y la fase
de la memoria estudiada, numerosos trabajos indican que el hipocampo es un area crucial

para el procesamiento de memorias episddicas en distintas tareas y modelos experimentales

revisado en 82-85
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15.1 - Uso de genes de expresion temprana para identificar engramas.

Karl Lashley fue uno de los primeros investigadores en buscar el engrama usando la
ablacién experimental de distintas areas del cerebro de ratas para intentar encontrar el locus
de memorias especificas®?®’. Lashley fracasé en la tarea de encontrar un engrama definido y
hoy entendemos que eso se debe a la propiedad anteriormente mencionada: el ‘engrama’ de
una memoria especifica no es Unico y se encuentra distribuido en varias areas cerebrales. Si
bien los experimentos de lesidén de areas han aportado mucho al conocimiento de las
estructuras involucradas en distintas fases de la memoria, las limitaciones y complicaciones
en la interpretacién de resultados producidos a partir de este tipo de experimentos han
llevado a la busqueda de nuevas formas de identificar engramas.

En la actualidad, uno de los métodos mas usados para esta tarea consiste en la
utilizacion de genes de expresion inmediata temprana (IEGs, del inglés Immediate Early Gene)
como c-Fos, Zif268 o Arc para identificar poblaciones neuronales involucradas en distintas
tareas comportamentales. Estos genes son activados de manera rapida y transitoria luego de
una gran variedad de estimulos, y su deteccién es un indicador de actividad neuronal.

Estudios en los que se somete a un raton a una tarea conductual y luego se analiza la
expresidn de estos genes (o la proteina que ellos codifican) en distintas areas cerebrales por
medio de inmunohistoquimica, FISH u otras técnicas apropiadas proveen un amplio apoyo a
la existencia de engramas y permiten identificar rapidamente areas cerebrales que estarian
involucradas en una determinada tarea®®,

Cuando la marcacién de engramas por IEGs se combina con otras técnicas (por
ejemplo, la expresion de channelrhodopsins o0 DREADDs rio abajo de los promotores de los
IEGs), surge la posibilidad de realizar experimentos de manipulacion del engrama. Mediante
optogenética o quimiogenética se pueden realizar dos tipos de experimentos criticos para la
definicion de un engrama: estudios de pérdida de funcién (“loss-of-function”), donde
selectivamente se silencian las poblaciones neuronales identificadas como parte de un
engrama y se espera observar un deterioro en la memoria de los animales®, y estudios de
ganancia de funcién (“gain-of-function”), en donde se induce la recuperacion y la
consiguiente expresion conductual de una memoria a partir de la activacion artificial de

engramas, en ausencia de claves naturales que induzcan su recuperacion®.
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I6 - Plasticidad sinaptica.

La plasticidad sinaptica se entiende como la capacidad de una neurona o circuito
neuronal de modificar sus propiedades en respuesta a la actividad neuronal desencadenada
por una experiencia®. Una hipoétesis generalmente aceptada en el estudio de la neurobiologia
de la memoria es que las memorias se almacenan como alteraciones en la fuerza sinaptica
de las conexiones entre neuronas del sistema nervioso central. Uno de los pioneros en
proponer esto fue el psicologo Donald Hebb, al formular el postulado que sostiene que
“cuando una neurona A excita a una neurona B de manera repetida y persistente, algun tipo
de mecanismo metabdlico o de crecimiento tiene lugar en una o ambas neuronas haciendo
que la eficiencia de la neurona A para hacer que la neurona B dispare, aumente”®. Si bien
aun hay muchas preguntas sin responder sobre cédmo modificaciones persistentes en la
conectividad entre neuronas dan lugar a memorias y comportamientos complejos, hoy se
conoce mucho mas acerca de esos mecanismos fisioldgicos que dan lugar a cambios en la
plasticidad sindptica. A pesar de haber sido un tema de intenso debate desde los reportes
originales por Bliss y Lamo®, hoy esta ampliamente aceptado que la potenciacién de largo
plazo (LTP del inglés Long Term Potentiation) seria uno de los mecanismos fisioldgicos que

subyacen a la memoria y el aprendizaje revisado en95-98

17 — MAPK.

Recientemente hemos publicado una revision sobre el rol de ERK/MAPK en procesos mnésicos, por
lo que aqui se haré una breve descripcién de la via (Ojea Ramos et al, 2022%).

Las quinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK, del inglés Extracellular Signal
Regulated Kinase) pertenecen a la familia de quinasas activadas por mitdégenos (MAPK, del
inglés Mitogen Activated Protein Kinase), conocidas por acoplar una amplia gama de sefiales
extracelulares involucradas en diversos programas celulares como la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis, en multiples especies y tejidos. En particular, ERK1 y ERK2
(ERK1/2, a menos que se aclare usaremos ‘ERK’ para referirnos a ambas isoformas y no nos
estaremos refiriendo a otras quinasas de la familia como ERK3/4/5/7) fueron las primeras
MAPK en ser descubiertas y, en consecuencia, de las mas estudiadas en cuanto a los
procesos de plasticidad cerebral, aprendizaje y memoria. Sus mecanismos de activacion y
funciones han sido descritos en numerosos trabajos de revision'®'% por lo que no se

describiran en detalle aqui.
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Brevemente, las ERK son quinasas que se activan por sefiales extracelulares
operando principalmente, aunque no exclusivamente, a través de un receptor de tirosina
quinasa (RTKs). La via de sefalizacion inicia tipicamente con la activacion de un RTK (en el
sistema nervioso son comunmente activados por factores de crecimiento o neurotrofinas), y
el siguiente paso en la cascada consiste en la activacion de Ras (una superfamilia de
pequefas proteinas G). La proteina Ras desencadena subsecuentemente la activacion de
una cascada general de tres quinasas secuenciales: una MAPKKK de la familia Raf
(principalmente Raf-1 y B-Raf en el cerebro); una MAPKK también llamada MEK (por
MAPK/ERK Kinase) y por ultimo el efector MAPK, ERK. La activacion de ERK se da mediante
fosforilacion dual en sitios Treonina (Thr) y Tirosina (Tyr) por MEK, aunque rara vez se ha
informado de activacion independiente de MEK'%'%_Por el contrario, la inactivacién de la via
se da por defosforilacion de ERK a través de tirosina-fosfatasas, Ser/Thr-fosfatasas o
fosfatasas de quinasas MAP (MKPs, del inglés MAP Kinase Phosphatases), un subgrupo de
fosfatasas de doble especificidad (DUSP, del inglés Dual Specificity Phosphatases), que
devuelve a ERK a su estado inactivo™”.

En dltima instancia, ERK activo puede localizarse en distintos compartimentos
celulares y modular via fosforilacién la actividad de un gran niumero de sustratos (hay por lo
menos 500 sustratos directos identificados''%), regulando asi varios procesos celulares.
Este panorama se complejiza cuando consideramos que ademas de la gran cantidad de
sustratos directos identificados, ERK es capaz de activar otras familias de quinasas como las
RSKs y MSKs''°, expandiendo su capacidad efectiva de regular procesos biolégicos.

No hay que perder de vista que sobre esta aparentemente simple cadena de
fosforilacion RAS->RAF->MEK->ERK (figura 12) se montan multiples mecanismos
regulatorios, muchas veces en varios niveles de la cascada, como por ejemplo la interaccién
con proteinas de andamiaje, modificaciones post-traduccionales, cross-talk con otras vias de
sefalizacion, formas no-candnicas de activacion, inactivacién por fosfatasas vy
oligomerizacién entre otros, que tejen una compleja red regulatoria y no solo le confieren a la
via de ERK la capacidad de regular multiples procesos bioldgicos, sino que la integracion de
todos estos mecanismos permiten un ajuste preciso de la sefalizacion intracelular, pudiendo
regular su localizacion, intensidad, duracion, amplitud o frecuencia.

Cuando esta inactiva, ERK se localiza principalmente en el citosol'"''? (siendo
retenida por MEK y otras proteinas de andamiaje) y una vez fosforilada puede formar dimeros

en este compartimiento y también translocar al nucleo. La relacién entre la dimerizacién y
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translocacion nuclear de ERK ha sido controversial. Los primeros reportes sostenian que,
frente a una estimulacion, ERK podia traslocar al ndcleo como mondmero via mecanismos
de ftransporte pasivo o como dimeros por transporte activo'®'. Ademas, si bien
Khokhlatchev et al. encontraron que mutantes deficientes para la dimerizacién de ERK
presentaban una disminucién en el ingreso al nucleo, Adachi et. al. reportaron que la
dimerizacién no es necesaria para la translocacién. Mas recientemente, Burack y Shaw'"®
encontraron que en respuesta a la estimulacion se da un rapido ingreso al nucleo de ERK
como mondmero. En esta linea, Casar et al''®, describieron que ERK se dirige al nicleo como
monémero de manera independiente de la dimerizacién, aunque también se pueden
encontrar dimeros en el compartimento nuclear, dejando abierta la pregunta sobre el rol que
tienen los dimeros de ERK en este compartimento, ya que encontraron que la interaccion con
factores de transcripcion como Elk1, Fos y Fral en el nucleo parece darse mediante
mondémeros. Aunque se ha demostrado que las MAPK ejercen su funcién tanto en
compartimentos celulares citosélicos como nucleares, este Ultimo es probablemente el mas
estudiado y se han descrito varias funciones, incluyendo la regulacion de la transcripcion, la
replicacién del ADN, la remodelacién de la cromatina y la sintesis de ARN revisadoen 101,117-119,

Si bien la dimerizacién de ERK fue inicialmente descrita en 19983, poco se sabe
acerca del impacto de la misma en la sefializacion. La dimerizacion afectaria la intensidad de
la senalizacion de ERK, ya que el dimero presenta una actividad catalitica veinte veces mayor
que el monémero'°. También, como se menciond anteriormente, la dimerizaciéon regularia en
parte la localizacion de ERK en la célula y la capacidad de interactuar con sustratos
citosdlicos. Esto se evidencié principalmente por la administracién de DEL-22379 (DEL), una
droga capaz de impedir la dimerizacion de ERK sin afectar su fosforilacion. Se encontré que
disminuir la dimerizacion de ERK, ya sea farmacolégicamente usando DEL o por transfeccién
de lineas celulares con mutantes defectivas para dimerizacion de ERK2, reduce la
fosforilacion de los sustratos citosdlicos de ERK, mientras que aumenta la de los
nucleares''6'21,

En conclusién, la sefalizacion de ERK es crucial para la regulacion de multiples
procesos biolégicos. Debido a este rol central, la via de ERK ha sido intensamente estudiada
por mas de 30 anos. Estos estudios muestran que la complejidad de la sefializacion mediada
por ERK y la capacidad de esta via de regular multiples programas celulares es un reflejo de
la gran cantidad de sustratos, el cross-talk con otras vias de sefalizacion y los multiples

mecanismos regulatorios que actuan sobre ella. Solo una pequefa fraccidn de estos factores
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ha sido estudiada en profundidad, por lo que se vuelve necesario estudiar en detalle estos
mecanismos para tener un conocimiento mas acabado del rol de ERK en procesos de

plasticidad y memoria.

7.1 — MKPs.

Como se menciond previamente, la actividad catalitica de ERK depende de la
fosforilacion dual en los sitios Tyr/Thr, por lo que la defosforilacion de cualquiera de estos
sitios puede inactivar a la quinasa. Esta defosforilacion puede ser realizada por fosfatasas
Ser/Thr (PP1 y PP2A, por ejemplo), o por dual-specificity (Thr/Tyr) protein phosphatases
(conocidas como DUSPs, del inglés Dual Specificity Phosphatases). Si bien todas estas
familias de fosfatasas estan involucradas en la regulacién de la via, el grupo principalmente
asociado a la regulacion de MAPKs en mamiferos es una subfamilia de las DUSPs conocida
como dual-specificity MAPK phosphatases (MKPs, del inglés MAP Kinase Phosphatase).

Las MKPs son una subfamilia de las DUSPs que se caracterizan por contar con un
dominio de reconocimiento de MAPK, un sitio catalitico (dominio de fosfatasa) y secuencias
que determinan su localizacién subcelular (se han identificado MKPs que se localizan
unicamente en el citoplasma, otras exclusivamente en el nucleo, y un tercer grupo que se
puede encontrar en ambas localizaciones).

Debido a su alta selectividad por MAPKs especificas y su restringida localizacion
subcelular las MKPs tienen la capacidad de regular finamente la actividad de la cascada. De
este grupo de fosfatasas, nos resulta de particular interés MKP3 (también conocida como
DUSP6). MKP3 es una fosfatasa con alta selectividad por ERK, y de localizacion
exclusivamente citosélica'?>'%,

Una propiedad interesante de MKP3 es que no requiere que ERK esté fosforilada para
su reconocimiento y union. Esto, a diferencia de otras fosfatasas que actuan sobre la via de
MAPK, le confiere dos mecanismos regulatorios ademas de la defosforilacion: a) similar a
MEK, MKP3 regula la localizacién de ERK anclandola al citoplasma'*'?, y b) ademas de
defosforilar a ERK puede regular su actividad al competir con otros sustratos, ya que cuando
se encuentran unidas otros sustratos no pueden acceder la quinasa'?”-'?%, Por estas razones,
la concentracion de MKPs relativa a ERK y sus sustratos es un regulador determinante de la
actividad de esta via de senalizacion, mas alla de la actividad catalitica.

La relacion entre MKP3 y ERK es compleja. La fosforilacion de MKP3 en Ser159 y
Ser197 por parte de ERK causa una reduccidn de tres veces en la vida media de la fosfatasa,

resultando en un feedback positivo de la activacion de la quinasa'?>'?°, Por otro lado estudios
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estructurales permitieron dilucidar otro mecanismo regulatorio de la actividad de MKP3: al
unirse a ERK2 se da un cambio conformacional en MKP3 que resulta en un estado de alta
actividad catalitica de la fosfatasa'®'%2,

Ademas, la expresion de MKP3 esta regulada a nivel de su promotor por el factor de
transcripcion ets, un conocido sustrato nuclear de ERK''%, Debido al retraso intrinseco en
la expresidén génica, se genera un feedback autorregulatorio negativo™® con una dindmica
temporal distinta a mecanismos mas inmediatos de ‘apagado’ de la via, tales como la
desensibilizacion de receptores o la inhibicion de reguladores rio arriba ERK-dependientes
que rapidamente frenan la sefalizacion mediada por ERK'351%,

La actividad de MKP3 puede ser inhibida farmacolégicamente usando BCI (figura 12),
un inhibidor alostérico que actua impidiendo la interaccion del dominio catalitico de MKP3
con ERK, actuando como un regulador positivo de la actividad de la via de ERK al impedir la
defosforilacion.

Es claro que las MKPs pueden regular la localizacion, intensidad y dinamica de
sefalizacion de ERK de multiples maneras, y dado que la mayoria de las investigaciones
sobre la via de ERK se centraron en su dinamica y mecanismos de activacion, es importante

profundizar el estudio del rol que tienen estas fosfatasas en esta regulacion.
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Figura 12 | Via de senalizacion de ERK/MAPK. A) Esquema simplificado de la via candnica de sefalizacién
ERK/MAPK. B) Esquema del proceso de dimerizacién de ERK. En su estado inactivo, ERK se encuentra
principalmente como mondémero. Cuando la via de sefializacion es estimulada, se forman homodimeros. La
actividad de los dimeros esta asociada principalmente a la localizacion citosélica, mientras que la actividad en el
nucleo se asocia a mondmeros. C) Regulacién de la fosforilaciéon de ERK por MKP3. En el citosol, ERK es
defosforilado por MKP3, una fosfatasa de expresidn exclusivamente citosdlica. La actividad de MKP3 puede ser
inhibida farmacolégicamente usando BCIl. Ademas, la fosforilacion de MKP3 por ERK esta asociada con una
disminucion de la vida media de esta fosfatasa. Por otra parte, ERK en el nucleo es capaz de inducir la
transcripcion de MKP3 mediante la fosforilacion del factor de transcripcion ets.

7.2 - ERK en memoria.

La necesidad de activaciéon de ERK en plasticidad sinaptica y memoria se ha
demostrado en multiples areas cerebrales, tareas conductuales y modelos animales®:01.138-
2. Sin embargo, la activacion de ERK también se ha relacionado con la disrupcién de la
memoria. Ratones adultos que expresan una mutacién la fosfatasa SHP2 en el hipocampo,
un modelo del sindrome de Noonan, presentan un aumento de la funcién sinaptica excitatoria
basal y déficits en LTP, asi como en el aprendizaje espacial. Estos déficits pueden revertirse

con un inhibidor de MEK, demostrando que el aumento de la actividad basal de ERK es

22



introduccion

responsable de los déficits de LTP y aprendizaje en este modelo '“®. De manera similar, hay
evidencia de deterioro de la memoria de reconocimiento acompafado por una
sobreactivacion de ERK1 en la corteza prefrontal medial de ratones triple transgénicos (3xTg),
modelo de la enfermedad de Alzheimer, que es rescatada por la inhibiciéon local de la
quinasa'*. Asi, en ambos modelos, el aumento excesivo de la actividad de ERK explica el
déficit cognitivo, y la inhibicién de la sobreactivacion fue suficiente para restaurar la memoria
a largo plazo. Esta evidencia da cuenta de un rol central de ERK en procesos de aprendizaje
y memoria, y mas aun la necesidad de una regulacién correcta de la misma en cuanto a
intensidad, dinamica y localizacion de la sefalizacion.

Debido a su inherente complejidad, es util pensar a la via de sefializacion de ERK
como una red altamente modulable con forma de embudo (figura 13), en donde los multiples
inputs que la activan dan lugar a una cascada de sefalizacion que puede culminar en outputs
muy diversos en cuanto a intensidad, duracién y localizacién, asi como procesos biolégicos
regulados (figura I3).

Esta configuracion permite integrar la gran diversidad de resultados encontrados, ya
que pone a ERK en un lugar de integrador de sefiales y propone un rol de articulador general
de la quinasa en la regulacién de procesos de memoria y plasticidad sinaptica’®. La cascada
de ERK estaria preferentemente posicionada para este papel clave en la integracion de una
variedad de senales (figura I3, inputs), que son “canalizadas” hacia blancos comunes rio abajo

(figura 13, outputs), con el fin de lograr una respuesta coordinada y cohesiva a nivel celular.
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Figura I3 | Una perspectiva compleja de la seializacion de ERK/MAPK. Presentamos un esquema que
complementa el modelo simple presentado en la figura I12. La fosforilacion de ERK se presenta como nodo central,
producto de la interaccion de multiples inputs posibles. A su vez, ERK fosforilado puede activar diversos outputs
tantos nucleares como citosdlicos. A lo largo de todo el proceso hay multiples formas de modulacién que regulan
la intensidad, dinamica y localizacién de la actividad de sefalizacién de ERK.

17.3 - ERK en |A.

Previamente se publicé una revisidn sobre el rol de ERK/MAPK en la reconsolidacion de la memoria de la tarea
de evitacién inhibitoria usada en nuestro laboratorio™®, por lo que aqui se hara una breve descripcion de los
antecedentes mas relevantes para esta tesis.

Respecto a los antecedentes relevantes sobre el rol de ERK en la tarea de evitamiento
inhibitoria que usaremos en este trabajo, podemos destacar el trabajo de Krawczyk et al.’*
En este trabajo se estudiaron los niveles de fosforilacion de ERK luego de la reactivacion de
la memoria previamente consolidada tanto en la fraccién citosdlica como nuclear.
Encontraron que los animales entrenados con un shock fuerte tienen un aumento de la
actividad de ERK2 en la fraccion citosolica 15 minutos después de la reactivacion de la

memoria, y una inhibicidon cuando se mide 45 minutos después de la reactivacion.
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Consistente con lo observado a nivel bioquimico, cuando se inyecté PD98059 (PD, un
inhibidor de esta via) 15 minutos después de la reactivacién, observaron un deterioro de la
memoria cuando es evaluada 24 horas mas tarde. Resulta interesante que la reactivacion de
la memoria producto de un entrenamiento con un shock débil muestra una cinética de
activacion de ERK2 distinta. Mientras que también se ve un aumento 15 minutos después de
la reactivacion, cuando se mide a 45 minutos se observa un aumento significativo de la
fosforilacion de ERK2 en comparacion con el grupo no reactivado. La administracion de PD
45 minutos luego de la reactivacion de esta memoria inducida por un shock débil tiene un
efecto fortalecedor de la memoria, evidenciado por latencias de ingreso al compartimento
oscuro similares a las inducidas por un entrenamiento con shock fuerte.

Estos resultados sugieren un rol clave de esta via como reguladora de la fortaleza de
la traza durante el proceso de reconsolidacion. De manera similar, resultados de Krawczyk et
al."*® mostraron que ERK tiene gran relevancia en la re-estabilizacion y persistencia de esta
memoria luego de la labilizacién que se induce por una reactivacion de la traza previamente

consolidada.
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El objetivo principal de esta tesis es estudiar mecanismos regulatorios de la via de
ERK/MAPK implicados en los procesos que se desencadenan luego de la reactivacion de
una memoria de evitacion inhibitoria en el hipocampo de ratéon. Ademas, como segundo
objetivo nos planteamos profundizar en el conocimiento de las areas cerebrales implicadas
en la reconsolidacién de esta tarea.

La hipdtesis central es que la reactivacion de la memoria desencadena cambios en
la via de ERK/MAPK relevantes para la reconsolidaciéon de la memoria, y por lo tanto una
adecuada regulacion de esta via es esencial para la adaptacion de la conducta a las

situaciones que plantea el entorno.

Hipotesis especificas:

1. La dimerizacion de ERK2 esta criticamente involucrada en el proceso de
reconsolidacion de la memoria.

2. La expresion de MKP3 en el hipocampo modula la actividad de la via de ERK/MAPK
siendo su actividad necesaria para la reconsolidacion de la memoria de evitacion
inhibitoria.

3. Lareactivacion de la memoria induce patrones especificos de activacion en diversas

areas cerebrales dependientes del tipo de entrenamiento usado.
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Materiales y Métodos
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M1 - Sujetos experimentales.

Utilizamos ratones Mus musculus machos pertenecientes a la cepa CF-1
provenientes del bioterio del Laboratorio de Neurofarmacologia de los Procesos de Memoria
(Catedra de Farmacologia, FFYB, UBA) de entre 6 y 8 semanas de edad, con un peso
aproximado de 30 gramos. Para los experimentos de LTP usamos ratones de la misma cepa,
de entre 30 y 40 dias de edad adquiridos en el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, UBA.

Los ratones fueron albergados en jaulas metalicas (50 x 30 x 15 cm) con acceso ad
libitum a agua y comida en un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas (luces encendiendo a
las 8 am) y condiciones controladas de temperatura y humedad (22 + 1°C, 55 = 5% de
humedad). Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por la CICUAL de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires (protocolo CICUAL -
CUDAP # 0044975-2016, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA) y todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la “Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio” del NIH'". A lo largo de todo el trabajo intentamos minimizar el
sufrimiento y reducir el numero de los animales utilizados, ademas de mantenerlos en

condiciones apropiadas para garantizar su bienestar.

M2 - Tarea de evitacion inhibitoria.

Para este trabajo utilizamos la tarea de evitacién inhibitoria (IA, del inglés inhibitory
avoidance) en su formato step-through, previamente desarrollada en el laboratorio4'%8, Esta
tarea, que induce la formacién de una memoria de largo término a partir de un Unico ensayo
de entrenamiento, se basa en la tendencia de los ratones a evitar lugares donde se
encuentren expuestos y directamente iluminados. Los sujetos deben aprender a inhibir el
comportamiento de la busqueda de un ambiente oscuro para asi evitar una situacion aversiva
(la presentacion de un shock eléctrico).

En este protocolo, los animales son colocados durante el entrenamiento en una
plataforma suspendida e iluminada, que conduce a un compartimento oscuro y protegido
por paredes opacas. En el dia de entrenamiento los animales entran rapidamente al
compartimiento oscuro, donde reciben un shock eléctrico luego de ingresar con sus 4 patas.
A raiz de este entrenamiento, se puede observar en sesiones de evaluacion posteriores que
los sujetos inhiben el comportamiento de ingreso al compartimiento oscuro para asi evitar

recibir el shock eléctrico. El cambio en esta respuesta comportamental, producto de recordar
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haber pasado por una experiencia aversiva durante el entrenamiento, se considera como la

expresion de una memoria'**°,

M2.1 - Aparato experimental.

El aparato experimental consiste de un compartimento oscuro (20 x 20 x 15 cm)
construido de paredes acrilico negro, que se comunica con una plataforma acricila blanca (5
x 5 cm) sin paredes que se encuentra suspendida a 60 cm del suelo e iluminada por una
lampara de 25W.

El piso del compartimento oscuro esta constituido por varillas de acero inoxidable de
4 mm de diametro conectadas a un estimulador de corriente alterna/continua mediante el

cual se puede administrar un shock eléctrico de intensidad y duracién variables (figura M1).

M2.2 - Protocolo experimental.

Durante la sesién de entrenamiento (TR), colocamos un animal en la plataforma
iluminada y registramos con un crondmetro la latencia de ingreso al compartimiento oscuro.
Una vez que los animales ingresan con las 4 patas, les administramos una descarga eléctrica
de corriente continua de 1 segundo de duracion e intensidad variable segun el protocolo
usado: 0,3 mA para el protocolo de estimulaciéon débil (wlA, del inglés weak Inhibitory
Avoidance) o 0,4 mA para el protocolo de estimulacién fuerte (slA, del inglés strong Inhibitory
Avoidance). Una vez que termina el shock retiramos a los animales del aparato experimental
y los devolvimos a su jaula. La sesion de re-exposicion (RE) fue realizada cuarenta y ocho
horas después del entrenamiento, y consistié en volver a colocar a los animales en la
plataforma iluminada y registramos la latencia de ingreso al compartimento. Esta vez, los
animales no recibieron una descarga eléctrica al ingresar. Esta sesion se da por finalizada
cuando el animal ingresa al compartimiento oscuro, o bien cuando permanecen por 300
segundos en la plataforma. En este ultimo caso, retiramos al animal de la plataforma y le
asignamos una latencia de entrada de 300 segundos. Esta sesion tiene una doble funcién,
ya que permite evidenciar la memoria producto del entrenamiento, al observarse latencias
de ingreso superiores a la del dia del entrenamiento, y ademas funciona como reactivacion
de la memoria original'®'41%0_ Veinticuatro horas después de la sesidon de re-exposicion
realizamos la primera sesion de evaluacion (TS) de manera idéntica a la re-exposicion (figura
M1). Esta sesion nos permite evidenciar el efecto que los distintos tratamientos realizados
después de la re-exposicion tienen sobre la reconsolidacién de la memoria. En los

experimentos incluimos ademas un grupo control no re-expuesto (NR). Este grupo de
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animales recibio la sesion de entrenamiento, pero se mantuvo en su jaula durante la sesién
de re-exposicion, permitiendo controlar que el efecto de los tratamientos administrados es
especifico y dependiente de la reactivacion de la memoria. No utilizamos ningun método
estadistico para determinar el tamafo muestral, el cual fue seleccionado en base a la

experiencia previa en el laboratorio.

48hs 24hs

» re-exposicion ————— evaluacioén

entrenamiento

slA 0.4mA
0.3mA
TR RE TS
40 1 300 1 'T 300 'T
= | 1@ 1 ’
Q30 1 [ )
- | 200 A 200 -
[ o ®
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O ] @
= 100 A 100
5] 'J[
0- 0- 0-
slA slA slA

Figura M1 | Tarea de evitacion inhibitoria. Arriba se muestra un esquema del protocolo experimental tipico. En
la sesion de entrenamiento los animales son colocados en la plataforma iluminada y rapidamente ingresan al
compartimento oscuro, donde reciben una descarga eléctrica (slA para intensidad fuerte o wlA para intensidad
débil). En las sesiones de re-exposicion y evaluacion colocamos al animal nuevamente en la plataforma iluminada
y registramos la latencia de ingreso al compartimento oscuro. En estas sesiones los animales no reciben una
descarga eléctrica si ingresan. Abajo se muestran las latencias tipicamente asociadas a cada sesion. El dia del
entrenamiento los animales ingresan en torno a los 10 segundos (seg), en la re-exposiciéon los animales
entrenados con slA expresan una mediana en torno a los 300 segundos (tiempo en el que se da por terminado la
sesion y retira al animal), mientras que los wlA suelen ingresar al compartimiento oscuro en torno de los 150
segundos. Si no se interfiere con la reconsolidacion, los animales suelen mostrar latencias similares en una sesién
de evaluacién 24 horas después.

M3 - Inyecciones intra-hipocampales.

Todas las inyecciones intra-hipocampales las realizamos de manera aguda bajo
anestesia con isoflurano (Baxter). Brevemente, en el punto temporal elegido para la inyeccion
anestesiamos al animal con isoflurano en oxigeno (induccién: 3.5%, mantenimiento: 1%) y
luego lo colocamos en un dispositivo estereotaxico (Stoelting). Higienizamos la zona con

iodopovidona y realizamos una incisién con bisturi en la piel para exponer el craneo.
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Visualizamos las cisuras craneales mediante aplicacion de agua oxigenada con un hisopo y
realizamos dos agujeros a través de la calota (coordenadas relativas a bregma: eje antero-
posterior = +1.9 mm, eje lateral = +1.2 mm). Una vez realizados los agujeros bajamos 2.2
mm en el eje dorso ventral (respecto a la superficie del craneo) con la aguja de inyeccion (30
G). Se eligieron estas coordenadas para inyectar en el hipocampo dorsal, de acuerdo al atlas
de Paxinos y Franklin's'.

La aguja de inyeccidon conectada a una tubuladura plastica PE-10 y a una jeringa
Hamilton de 5 pl permitié la administracién de la soluciéon con una bomba automatica (MD-
1020, Bioanalytical Systems Inc.) a una velocidad de 0.5 pl/min. El volumen de solucion
inyectada en todos los casos fue de 0.5 pl por hemi-hipocampo. Una vez que inyectamos el
volumen deseado, dejamos la aguja durante 30 segundos en el sitio de inyeccion para evitar

el reflujo. En la Tabla 1 se detallan las drogas y dosis usadas en este trabajo.

Volumen inyectado (por | Concentracion
Nombre Proveedor Catalogo
hemi-hipocampo) inyectada
DEL-22379 MedChem HY-
0.5 pL 400 nM

(DEL) Express 18932

EGF ThermoFisher | PHG0314 0.5 pL 100 uM
BCI-215

Axon Medchem | 2852-10 0.5 uL 3 uM
(BCI)

Tabla1. Drogas usadas en este trabajo.

M3.1 - Determinacion del sitio de inyeccion.

En todos los experimentos en los que se realizaron inyecciones, una vez finalizado el
experimento eutanasiamos a los animales por dislocacién cervical, y extrajimos los cerebros.
Los mismos fueron fijados por inmersién en una solucién al 4% de paraformaldehido durante
por lo menos 24hs. Por ultimo, determinamos la precisién del sitio de inyecciéon de manera
macroscopica cortando el cerebro en secciones con la ayuda de una matriz y observando
bajo lupa el trazo de la aguja en el tejido. Solo se incluyeron en los analisis aquellos animales

en los que se pudo verificar que la inyeccion fue realizada en el area CA1 del hipocampo

dorsal (figura M2).
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-1.58

R
=2.30

Figura M2 | Inyecciones en el hipocampo dorsal. Secciones coronales del cerebro de ratones representando
la zona blanco de inyeccion, la subregion CA1 del hipocampo dorsal. Se indica la distancia respecto al bregma
(-1.58 a -2.30 mm). Para hacer mas clara la visualizacion, los circulos rojos representan el lugar en donde se
inyectaron 40 animales seleccionados al azar de todos los que se inyectaron para este trabajo (la determinacion

del sitio de inyeccidn se realizé con todos los animales). Las figuras de los cortes coronales se adaptaron del

atlas de Paxinos y Franklin'®',

M4 - Ensayos bioquimicos.

M4.1 - Obtencion de extractos para determinacion de dimerizacion de
ERK2 por medio de geles nativos.

En los puntos temporales seleccionados, sacrificamos a los animales por dislocacion
cervical y rapidamente extrajimos el cerebro y disecamos al hipocampo. Inmediatamente
después de la diseccidén, homogeneizamos al hipocampo por medio de 8 golpes en un
dounce (Wheaton) de vidrio de tipo B (o tight) en 250 pl de buffer de lisis de dimeros (Hepes
pH 7.5 20 mM, EGTA 10 mM, B-Glicerofosfato 40 mM, IGEPAL 1 % (w/v), MgCl, 2.5 mM,
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Ortovanadato de Sodio 2 mM , DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM, Fluoruro de Sodio 50 mM,
Pepstatina A 1 pg/ml, Leupeptina 10 pg/mL, Aprotinina 10 pg/mL)'%2. Luego centrifugamos
este homogenato por 10 minutos a 15000 g y 4°C. Por ultimo, guardamos el sobrenadante

para su uso y descartamos el pellet.

M4.2 - Determinacion de dimerizacidon por western blot en geles
nativos.

Para detectar dimeros de ERK2 utilizamos la técnica de western blot con geles
nativos'?'%2, Determinamos la concentracién de proteina de cada extracto mediante el kit de
cuantificacion de proteinas BCA Protein Assay Kit (Pierce) utilizando el protocolo establecido
por el fabricante. Para la preparacion de las muestras colocamos 90 ug de proteina total de
cada extracto en buffer de siembra para geles nativos (glicerol 10 % (v/v), Tris-HCI pH 6.8
0.126 M). Luego realizamos la corrida electroforética en geles nativos de
acrilamida:bisacrilamida al 8 % (stacking gel: 3.4 mL H20, 830 pL acrilamida:bisacrilamida
37.5:1, 630 uL Tris-HCI pH 6.8 1 M, 50 yL APS (10 % w/v), 5 yL TEMED; resolving gel: 4.6
mL H20, 2.7 mL acrilamida (30%, 37.5:1), 2.5 mL Tris-HCI pH 8.8 1.5 M, 100 pL APS 10 %
w/v, 10 yL TEMED. Se realizé la electroforesis por 180 minutos a 60 V, y luego la
electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa (General Electric, Hybond ECL cat.
RPN203D) por 12 horas a 125 mA y 4°C.

Para la deteccién de dimeros y monémeros de ERK2, bloqueamos la membrana en
solucién de bloqueo (TTBS 0.05 % - Leche 4 %) por una hora a temperatura ambiente, y
luego en anticuerpo primario contra ERK2 (Santa Cruz #1647, 1:1000 en solucion de bloqueo)
12 horas a 4 °C. Al dia siguiente realizamos 3 lavados de 5 minutos con TTBS 0.05 % e
incubamos la membrana con anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a peroxidasa
(Cell Signaling #7076, 1:1000 en solucion de bloqueo). Para la deteccion usamos el kit Clarity
Western ECL (Bio-rad) y placas radiograficas Ortho CP-GU M (AGFA) reveladas en un equipo
de revelado automatico CP-1000 (AGFA). Por ultimo, digitalizamos las placas radiograficas
con el equipo Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences) y cuantificamos la

densidad 6ptica de cada una de las bandas utilizando Fiji (version 1.53)1%31%4,

M4.3 - Obtencidén de extractos citosodlicos para la deteccién de
proteinas por medio de geles desnaturalizantes.
El protocolo de obtencion de extractos citosdlicos para la determinacion de la

fosforilacion de ERK1/2 fue similar al de extractos de dimerizacion, excepto que la
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homogeneizacion del hipocampo fue realizada en buffer A (10 mM HEPES pH 7,9; 1,5 mM
MgCI2; 10 mM KCI; 1 mM DTT, Ortovanadato de Sodio 2 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.5 mM,
Fluoruro de Sodio 50 mM, Pepstatina A 1 ug/ml, Leupeptina 10 pg/mL, Aprotinina 10 pg/mL).
Luego de homogeneizar el tejido centrifugamos por 15 minutos a 15000 g y 4 °C. El
sobrenadante resultante corresponde a la fraccién citosodlica y fue almacenado a -20 °C

hasta su uso.

M4.4 - Deteccion de proteinas por western blot desnaturalizante.

Para la preparacion de muestras cuantificamos la concentracion total de proteinas de
cada extracto usando el BCA Protein Assay kit (Pierce). Luego, colocamos 30 pg de cada
muestra con buffer de siembra desnaturalizante (SDS 2 %, glicerol 10 %, 2-mercatpo-etanol
5 %, Tris base 0.0625 M) y calentamos las muestras a 95 °C por 5 minutos. Realizamos la
corrida electroforética en geles desnaturalizantes de 12.5% acrilamida:bisacrilamida por 90
minutos a 70 V y la transferencia a membranas de PVDF (Thermo Scientific). Incubamos las
membranas con los anticuerpos especificos para las proteinas de interés (Tabla M2) y
procedimos a la deteccion por quimioluminiscencia con el kit de deteccion Clarity Western
ECL (Bio-rad) y digitalizadas con el equipo Amersham Imager 600.

En todos los casos en donde detectamos ERK fosforilado (pERK) y ERK total (tERK)
en una misma membrana, primero incubamos con un anticuerpo contra ERK fosforilado. Una
vez hecha la deteccion continuamos con un protocolo de stripping fuerte'® para luego
incubar con un anticuerpo contra ERK total. Por ultimo, se utilizé Fiji para la cuantificacion

de la densidad éptica de cada una de las bandas detectadas.

Proteina blanco Concentracién Marca ID
ERK1/2 fosforilado (pERK) 1:1000 Cell Signaling Technology #9101
ERK1/2 (tERK) 1:1000 Cell Signaling Technology #9102
ERK2 1:1000 Santa Cruz #1647
MKP3 1:500 Santa Cruz #377070
c-Fos 1:500 Millipore #ABE457

Tabla M2. Anticuerpos primarios usados.

M4.5 - Rodajas para inmunohistoquimica.
Con el objetivo de determinar qué areas se activan luego del protocolo de

reactivacion de la memoria realizamos una inmunohistoquimica contra c-Fos, una proteina
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ampliamente usada como indicador de actividad neuronal. Noventa minutos después de la
sesiodn de re-exposicion (tiempo que se corresponde con el pico de expresion en el nlcleo
de c-Fos luego de la estimulaciéon'®'%) anestesiamos a los ratones con ketamina (160
mg/kg) y xilazina (64 mg/kg) y los perfundimos transcardiacamente con 20 mL de PBS
heparinizado (NaCl 0.137 M, KCI 0.0027 M, Na,HPO, 0.01 M, KH,PO, 0.0018 M, 0.1 %
heparina) seguidos de 50 mL de PFA 4 %. Luego de la perfusion disecamos los cerebros y
se post-fijaron por inmersion en PFA 4 % por 24 horas a 4 °C. Por ultimo, realizamos la
criopreservacion en sacarosa 30 % v/v en PB 0,1 M (Na.HPO, 0.075 M, KH.PO, 0.025 M), y
los mantuvimos a 4 °C hasta su uso. Se realizaron cortes coronales de 40 pm de espesor en
criostato (Leica Microm HM 505 N, temperatura de corte: -20 °C) y fueron almacenados en
solucion criopreservadora (30 % v/v glicerol, 30 % v/v etilenglicol, 40 % v/v PB 0.2 M) a -20

°C.

M4.6 - Inmunohistoquimica para la deteccién de c-Fos.

Seleccionamos 10-15 cortes coronales en los que estuvieran presentes las areas de
interés y los permeabilizamos realizando dos incubaciones en PBS-Triton 0,1 % de 10
minutos seguido de 3 incubaciones de 5 minutos en PBS (solucion de lavado). Luego,
bloqueamos en 1 % de suero de cabra normal (Sigma, #D9663) durante una hora. Después
del blogueo incubamos con el anticuerpo primario anti-c-Fos (Millipore, #ABE457, 1:500) en
solucién de bloqueo por 24 hs a temperatura ambiente.

Para la deteccion realizamos incubamos con anticuerpo secundario donkey a-rabbit
Alexa 488 (Jackson InmunoResearch, #711-545-152,1:200). Por ultimo, realizamos una
incubacién con DAPI (1:200) de 10 minutos en PB.

Finalizado el protocolo de inmunohistoquimica, montamos los cortes en portaobjetos
de vidrio gelatinizados y usamos Mowiol como medio de montaje. Guardamos los

preparados a 4 °C hasta el momento de la adquisiciéon de imagenes.

M4.7 - Adquisicion y procesamiento de imagenes por microscopia
confocal.

Adquirimos imagenes con microscopio confocal Zeiss LSM900 y un objetivo 20x (Carl
Zeiss, Plan Apochromat, NA 0.8). Identificamos las distintas regiones de interés (Tabla M3) y
capturamos entre 2 y 4 imagenes de cada una de ellas por ratdon con una resolucién de 512
x 512 pixeles y stacks de imagenes en el eje z que abarcaron todo el grosor de la seccion

(aproximadamente 15 imagenes en el gje z).
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Para el andlisis de las imagenes obtenidas utilizamos scripts de Fiji'*®. Brevemente,
primero creamos una mascara delimitando la region de interés (Tabla M3). Luego, tomamos
la sefal correspondiente a c-Fos en todo el stack adquirido, y la colapsamos en una
proyeccidn de maxima intensidad. Por ultimo, contamos manualmente los nucleos que

presentaban sefal de c-Fos dentro de la mascara delimitada.

Nombre Abreviatura Rango antero-posterior

(respecto al bregma)

CA1 CA1 -1.46 a -2.46

CA2 CA2 -1.46 a -2.46

CA3 CA3 -1.46 a -2.46

Giro dentado DG -1.46 a -2.46

Corteza Retroesplenial RSC -1.46 a -2.46

Amigdala Lateral LA -1.06 a-1.70
Corteza Cingulada Anterior Cg 1.78a1.42
Corteza Infralimbica IL 1.78a1.42
Corteza Prelimbica PrL 1.78a1.42

Tabla M3. Regiones de interés para la adquisicién de imagenes con sus respectivas abreviaturas, y el rango en
el eje antero-posterior tenido en cuenta (respecto al bregma), tomado del atlas de Paxinos y Franklin'®'.

M5 - Obtencion de rodajas agudas para electrofisiologia.

Los experimentos de LTP fueron realizados en colaboracién con el laboratorio dirigido
por el Dr. Francisco Urbano (IFIBYNE - UBA / CONICET). Para la obtencién de rodajas
anestesiamos a los animales con ketamina y los sacrificamos por decapitacion. Rapidamente
disecamos al cerebro y realizamos cortes coronales de 400 pm de grosor en vibratomo
(PELCO Easyslicer, Ted Pella Inc.) en solucion de corte (250 mM sacarosa, 2.5 mM KCI, 3
mM MgSQO., 0.1 mM CaCl2, 1.25 mM NaH-PO., 0.4 mM acido ascérbico, 3 mM myo-inositol,
2 mM acido piruvico, 25 mM D-glucosa y 25 mM NaHCOs) a 4 °C. Una vez obtenidas las
rodajas, las incubamos en liquido cefalorraquideo artificial artificial (aCSF, 125 mM NaCl, 2.5
mM KCI, 3 mM MgSQO,, 0.1 mM CaCl,, 1.25 mM NaH.PQO,4, 0.4 mM &acido ascérbico, 3 mM
myo-inositol, 2 mM &cido piruvico, 25 mM D-glucosa, and 25 mM NaHCQO; aireado con 95
% 0?/5 % CO?, pH 7.4) por media hora a temperatura ambiente antes de iniciar el protocolo
experimental.

Para la induccion de LTP por estimulacién de alta frecuencia (hfs) se colocaron

electrodos de registro en el stratum radiatum de la region CA1 del hipocampo. Los

37



materiales y métodos

potenciales postsinapticos excitatorios de campo (fEPSP) se registraron como medida de la
transmisién sinaptica excitatoria local en la region CA1. El electrodo de estimulacion se
posicionod en las fibras colaterales de Schaffer, y los fEPSP se evocaron mediante estimulos
de prueba (0.033 Hz, 0.05-0.2 ms de duracién) cada 30 segundos. La potenciacion a largo
plazo (LTP) se indujo aplicando estimulacién de alta frecuencia (HFS; 5 trenes, 100 Hz, 10
pulsos) tras un periodo de linea base registrado de 10 minutos. Las grabaciones se
mantuvieron durante 30 minutos después de la induccién de LTP. La magnitud de la LTP se
calculé como un porcentaje del valor de la pendiente del fEPSP después de la HFS en
comparacion con las pendientes promedio del fEPSP en la linea base. Las sefales se
registraron utilizando un amplificador MultiClamp 700 controlado por el software pCLAMP
10.0 (Molecular Devices, CA, USA). Los datos se filtraron a 5 kHz, se digitalizaron y se

almacenaron para analisis posterior.

M6 - Analisis estadistico.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron usando R (version 4.2.2)'*° y RStudio'°.
Se hicieron modelos lineales generalizados usando la libreria gimmTMB'®'. Para verificar el
adecuado cumplimiento de los supuestos de los modelos seleccionados evaluamos
visualmente el ajuste a la homocedasticidad de la varianza graficando la dispersién de los
residuos, y ademas confirmamos analiticamente la homocedasticidad y normalidad usando
la libreria DHARMa'®2. Para realizar comparaciones post-hoc entre grupos usamos la libreria
emmeans'®® y se ajustd el p-valor por comparaciones multiples usando el método Tukey.
Para todos los casos p-valores menores a 0.05 se consideraron significativos. Las figuras

fueron realizadas con R.

M6.1 - Datos comportamentales.

Para analizar la latencia de entrada al compartimiento oscuro el dia de la evaluacion
realizamos un modelo lineal generalizado mixto (GLMM) en donde se definieron como
variables de efectos fijos la droga (droga o vehiculo) y la reactivacion (re-expuesto o no re-
expuesto). El modelo se ajustd usando una distribucion de la familia Gamma y una funcién
de enlace log. Para todos los experimentos mostrados en este trabajo se analizaron también
las sesiones de entrenamiento y de evaluacion, y no se encontraron diferencias entre grupos
en ningun caso. Se grafica en todos los casos como puntos las latencias individuales de

cada animal, ademas de la mediana y el rango intercuartil. Incorporamos ademas Cumming
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Estimation plots (realizados con el paquete dabestr'®4) en la visualizacién de los datos de la
sesion de evaluacion. Estos graficos incluyen una estimacion del tamafo de efecto al incluir
la diferencia de medianas entre los grupos (A medianas), mostrado como una distribucion
construida por bootstraping con su respectivo intervalo de confianza para la estimacion (95%
C|)164,165_

M6.2 - Datos bioquimicos.

Para analizar los datos provenientes de los western blots realizados, primero
cuantificamos la densidad dptica de cada banda de interés. En los casos en donde
queriamos determinar los niveles de fosforilacién (banda correspondiente a la senal de
pERK), la misma fue luego relativizada a la densidad optica correspondiente a la banda de
ERK total (tERK), obteniendo un indice de fosforilacion (pERK / tERK) para cada muestra. Por
ultimo, relativizamos este indice de fosforilacion al del grupo control del experimento, para
asi expresar los cambios en la fosforilacion como cambios relativos al control. En el caso de
MKPS3, utilizamos la tincion con Rojo Ponceau como control de carga. Para ello se
cuantificaron 3 regiones de interés promediadas dentro de todo el rango de corrida
electroforética obtenida. Por ultimo, también hicimos la relativizacion al grupo control del
experimento.

Para el analisis estadistico ajustamos un modelo lineal general mixto en donde
definimos como variables de efectos fijos a los droga (droga o vehiculo) y reactivacion (re-
expuesto, no re-expuesto o naive), dependiendo del experimento.

En los gréaficos se muestran los valores individuales de cada extracto con circulos, y
la media y desvio estandar del grupo. También incluimos el uso de estimation plots para
visualizar el tamano de efecto encontrado.

Para los experimentos de inmunohistoquimica contamos manualmente la cantidad
de células c-Fos positivas (c-Fos®). Luego realizamos un modelo lineal general mixto usando
el entrenamiento (shock fuerte o shock débil) y re-exposicién (re-expuesto o no re-expuesto)
como variables de efectos fijos. Ademas, teniendo en cuenta la falta de independencia de
los datos, ya que se cuantificaron varias imagenes provenientes de un mismo ratén,
incluimos al ratén como variable de efectos aleatorios. Para la visualizaciéon de datos se
muestran como circulos grandes el promedio de cada animal, y con circulos pequefos cada
imagen (el codigo de color indica de que animal proviene cada imagen), ademas de la media

y desvio estandar.
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Capitulo R1 - Dimerizacion de ERK

Los resultados mostrados en la figura R1.2 correspondientes a los experimentos con
cultivos primarios fueron realizados en el laboratorio de la Dra. Maria Veronica Baez (IBCN,

Facultad de Medicina, UBA).

Los resultados mostrados en la figura R1.3 correspondientes a los experimentos de LTP en
rodajas agudas fueron realizados en el laboratorio del Dr. Francisco J. Urbano (IFIBYNE,

UBA-CONICET).
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R1.1 - Dimerizacion in vitro e in vivo.

Con el objetivo de poner a punto las técnicas que luego nos permitirian avanzar en la
investigacion del rol de la dimerizacién de ERK en la reconsolidacion de la memoria, lo
primero que nos propusimos fue reproducir la técnica de western blot nativo para la
deteccion de dimeros, publicada en Herrero et al '?'. Para ello, usamos extractos proteicos
obtenidos a partir de cultivos de la linea celular HEK-293T, estimulados con EGF (100 ng/ml
por cinco minutos) y controles incubados con vehiculo. Como se observa en la figura R1.1,
y en linea con lo reportado anteriormente'®', detectamos una banda de menor velocidad de
migracién para las muestras provenientes de HEK-293T, compatible con la presencia de
monomero en los extractos control, y una de migracion mas rapida correspondiente a la
presencia de dimeros de ERK2 en el caso de los extractos estimulados con EGF. Estos
resultados confirman el éxito de replicacion de lo observado en los trabajos previos'" %2,

Luego, nos preguntamos si esta misma técnica nos permitiria detectar la presencia
de dimeros en homogenatos de tejido cerebral de ratén. Para responder esta pregunta
realizamos extractos proteicos de hipocampo de animales naive, que corrimos con las
muestras provenientes de HEK-293T. En este caso podemos observar una banda de mayor
movilidad electroforética compatible con la presencia de dimeros, y un conglomerado de
menor velocidad de migracion cuya region de mayor movilidad resulta compatible con la de
mondmeros visualizados en extractos de células HEK293T. Sin embargo, a diferencia de lo
detectado en cultivo celular de HEK-293T, en todos los casos detectamos tanto la presencia
de dimeros como mondmeros.

En base a estas observaciones, decidimos proseguir el estudio del rol de la dimerizacion en

procesos de plasticidad usando cultivo primario.

HEK-293T Hipocampo

mon-
dim-

egf - + o+

Figura R1.1 | Deteccion de dimeros de ERK2. Imagen de un western blot nativo con extractos proteicos de
hipocampo de ratones corridos junto con extractos provenientes cultivos de lineas celulares HEK-293T.
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R1.2 - Dimerizacion de ERK2 en cultivo primario luego de un protocolo
de LTP quimico.

Considerando que el rol de la dimerizacién de ERK en procesos de plasticidad no ha

sido estudiado, decidimos empezar usando cultivos primarios de neuronas de rata
sometidos a un protocolo de LTP quimico (LTPqg). Ademas, incorporamos el uso de la droga
DEL-22379 (DEL), un inhibidor previamente descrito como inhibidor especifico de la
dimerizacion que no afecta la fosforilacion''%6, Brevemente, las placas del cultivo fueron
divididas en 5 grupos: un par en donde se realizé un protocolo de LTP quimico y ademas se
incub6é con DMSO o DEL (LTPq y LTPg+DEL, respectivamente) y otro par control que no
pasé por la induccién de LTPq y se incubé con DMSO o DEL (CT y CT+DEL,
respectivamente), y un quinto grupo que fue estimulado con EGF y sirvi6 como control
positivo de induccién de la dimerizacion de ERK2 (figura R1.2A).
En la figura R1.2B se muestra un gel representativo de los experimentos realizados (tres
repeticiones independientes). En las muestras incubadas con del (LTPq+DEL y CT+DEL) no
se detectaron dimeros, a diferencia de lo observado tanto en las muestras CT como en las
LTPq. Esto sugiere que DEL es capaz de impedir la dimerizacion de ERK2, incluso en
condiciones basales.

En contraste con reportes anteriores'?', al analizar el efecto de DEL en la fosforilacion
de ERK2 luego de un protocolo de LTPq, encontramos que la droga inhibe la fosforilacion,
tanto en las muestras estimuladas como en los controles (LTPg+DEL vs LTPq, p=0.0006;

CT+DEL vs CT, p=0.034; figura R1.2C, tabla R1S1).

43



resultados - dimerizacion

A 30' 5'
@loveh LTPq
o)

ct
B LTPq ct
Iltpq egf +del ct +del
¢ A
mon- ) & .
dim- b ¥
2.5+ * 1.5
C < |

o~ 2.0 _kkk ) ‘
§ T s
.UJ 1.54 J + ‘ 3
~ . ! 0g
1.0 @B @ 3
h'd + »
i} .
i +

0.0 - r 1 r 1 T ! ' L-1.5

ct ct LTPq LTPq  edf ctrdel LTPg+del
+del +del vs b
ct LTPq

Figura R1.2 | La induccion de LTPq aumenta la dimerizacion en cultivos primarios de ratas. (A) Disefio
experimental para la recolecciéon de extractos cinco minutos después de la inducciéon de LTqg. (B) Imagen
representativa de un western blot nativo (de 4 réplicas independientes) realizado para la deteccion de dimeros de
ERK2. (C) Niveles de densidad optica relativa de la relacion de pERK2/tERK2 relativizada al grupo control para
determinar niveles de activacién de ERK2. La linea punteada se corresponde al grupo control (ct). Se usan
Cumming estimation plots para mostrar los datos correspondientes a cada animal (puntos), la media y desvio
estandar de cada grupo. A la derecha se muestra el tamafio de efecto usando una bootstrap sampling distribution
de la diferencia de medias. La diferencia de medias se grafica con un punto y las lineas de error marcan el 95 %
Cl de esta. El detalle estadistico se encuentra en la tabla R1S1. n = 4 / grupo.

R1.3 - Efecto de inhibir la dimerizacion luego de un protocolo de LTP
inducido por estimulacién de alta frecuencia en rodajas de hipocampo
de ratén.

Teniendo en cuenta que las determinaciones realizadas luego del LTP quimico en
cultivo primario no nos permiten derivar conclusiones sobre el efecto de la inhibicion de la
dimerizacion en la plasticidad, nos propusimos realizar un experimento utilizando rodajas
agudas de hipocampo de ratén. La induccién de LTP en este modelo nos permite observar
cambios en la eficacia sinaptica luego de una estimulacion que induce plasticidad, y
corroborar el efecto de inhibir la dimerizacion de ERK sobre los mecanismos de plasticidad.

Brevemente, realizamos rodajas del cerebro que fueron incubadas durante 30
minutos con DEL o vehiculo previo a la estimulacién. Luego, se realizé el lavado de la droga

y los fEPSP evocados fueron registrados durante 10 minutos (baseline). Una vez finalizado
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el periodo correspondiente al baseline inducimos LTP por medio estimulacion de alta
frecuencia (hfs, 5 trenes, 100 Hz, 10 pulsos). Luego de la inducciéon de LTP continuamos
registrando los fEPSP durante 20 minutos (figura R1.3A). En la figura R1.3B se grafica la
pendiente de los fEPSP relativizada al baseline. Observamos que, inmediatamente después
de la estimulacién de alta frecuencia, hay una potenciacion de los fEPSP respecto de al
baseline, tanto para las rodajas incubadas con del como para las incubadas con vehiculo
(media y desvio estandar de la pendiente de los fEPSP: VEH = 1.45+0.12, DEL = 1.47+0.16,

figura R1.3B, R1.3Cii). Es decir, en ambos casos es posible inducir LTP, y no encontramos

diferencias entre las rodajas incubadas con DEL cuando son comparadas con las incubadas
con vehiculo (VEH vs DEL, p = 0.508; figura R1.3Cii). Sin embargo, hacia el final del periodo
de registro post-estimulacion, las rodajas tratadas con vehiculo aun mantienen niveles altos
de potenciacién respecto al baseline (VEH = 1.34+0.21), y significativamente mayor que las
rodajas tratadas con DEL, mientras que los niveles de potenciacién de estas Ultimas decaen

a valores similares al del baseline (DEL = 1,02+0.20, figura R1.3B, R1.3Ciii). A partir de estos

resultados, podemos concluir que, si bien la incubacion con DEL no afecta el baseline ni la
induccién de LTP por estimulacion de alta frecuencia en CA1 de raton, la misma afecta de
manera significativa su mantenimiento a lo largo del tiempo (ANOVA de medidas repetidas,

Droga x Tiempo: F = 41.103, p = 1.44 x 107'°, figura R1.3B).
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Figura R1.3 | Inhibir la dimerizaciéon con DEL-22379 (del) impide el mantenimiento de LTP. (A) Protocolo
experimental. (B) Pendiente de los fEPSP relativizados al periodo de baseline para rodajas incubadas con DEL o
con vehiculo (veh). La flecha indica el momento en el que se aplica la estimulacién de alta frecuencia (hfs). Se
indican tres puntos de interés a lo largo del registro: inmediatamente antes de la estimulacién (i), inmediatamente
después de la estimulacion (ji), y el ultimo punto del periodo de registro (jii). Se grafica la media (puntos) y DE
(barras de error) de cada punto temporal registrado. (C) Detalle de los periodos de interés destacados en (B). Se
grafica la media y DE de los registros durante (i), (ii) y (iii) indicados en (B). En (B) los asteriscos indican el efecto
significativo de la interaccion entre tiempo y tratamiento (p = 1.44 x 109). En (C) el asterisco indica la diferencia
significativa para el Ultimo registro del experimento usando la prueba post hoc de Tukey. El detalle estadistico se
encuentra en la tabla R1S2. n = 4 / grupo.

R1.4 - Dimerizacion in vivo.

El LTP es considerado el sustrato principal del aprendizaje y la memoria—'"°,
Habiendo establecido una técnica para determinar niveles de dimerizacién de ERK2 en
hipocampo de ratén (western blot nativo, figura R1.1), y dado el efecto del inhibidor de la
dimerizacion observado en el mantenimiento de LTP (figura R1.3), decidimos utilizar esta

herramientas para avanzar sobre el estudio del rol de la dimerizacién en la reconsolidacién
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de la memoria de evitacion inhibitoria. Como primer experimento, teniendo en cuenta los
resultados observados en cultivo primario que muestran que DEL no inhibe solamente la
dimerizacién en la concentraciéon utilizada, sino que también tiene efectos sobre la
fosforilacion (figura R1.2B) decidimos realizar un primer experimento inyectando DEL en el
hipocampo de ratones con el objetivo de determinar si en estas condiciones capaz de inhibir
la dimerizacion sin afectar la fosforilacion de esta via.

Brevemente, en este experimento nos propusimos evaluar el efecto de DEL sobre la
dimerizacion inducida por EGF en el hipocampo de ratén. Para ello, utilizamos un protocolo
de dos pasos: una instancia de estimulacion de la via (por la administracion de EGF) y una
de tratamiento con DEL. Quedaron definidas entonces tres combinaciones de inyecciones:
VEH+VEH (control negativo), EGF+VEH (control positivo de induccion de la fosforilacién y
dimerizacion) y EGF+DEL. De este modo, un grupo de ratones fue inyectado con VEH+VEH
en un hemi-hipocampo y EGF+VEH en el otro hemi-hipocampo, mientras que otro grupo de
ratones fue inyectado con EGF+VEH en un hemi-hipocampo, y EGF+DEL en el otro. Este
protocolo experimental, en donde cada ratdn es su propio control, disminuye la variabilidad
y nos permite usar menos animales. Evaluamos el efecto de las administraciones intra-
hipocampales 5 y 15 minutos después de la ultima inyeccion. Luego realizamos
homogenatos proteicos para determinar los niveles de dimerizacion y de fosforilacion de
ERK2 (figura R1.4A).

Observamos que 5 minutos después de la administracion de EGF hay un aumento
significativo en los niveles de fosforilacion de ERK2 en el control positivo (EGF+VEH vs

VEH+VEH, p = 0.0492; figura R1.4Bi, tabla R1S3). Si bien no se encontré un aumento

significativo en la fosforilacién para el grupo EGF+DEL al ser comparado con el control

(EGF+DEL vs VEH+VEH, p = 0.051, figura R1.4Bi, tabla R1S3), este grupo no difiere

significativamente del grupo EGF+VEH (EGF+DEL vs EGF+VEH, p = 0.989, figura R1.4Bi,
tabla R1S3). En cambio, a los 15 minutos observamos una disminucion significativa de la
fosforilacion de ERK2 en ambos grupos inyectados con EGF respecto del control, que no
difieren entre ellos (EGF+VEH vs VEH+VEH, p = 0.010; EGF+DEL vs VEH+VEH, p = 0.009;
EGF+VEH vs EGF+DEL, p = 0.55; figura R1.4Bii, tabla R1S3). Estos resultados confirman que

DEL, en la dosis utilizada, no interfiere con la fosforilacién de ERK2 inducida por EGF en
hipocampo de ratén in vivo.
Con respecto a las mediciones del estado de dimerizacién, no observamos cambios

5 minutos luego de la administracion de EGF (figura R1.4Ci, tabla R1S3). En cambio,
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encontramos un aumento significativo de la dimerizacién 15 minutos después de la inyeccion

de EGF (EGF+VEH vs VEH+VEH, p = 0.014, figura R1.4Cii), que resultdé inhibido
significativamente por la administracion de DEL (EGF+VEH vs EGF+DEL, p = 0.301, figura
R1.4Cii).
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Figura R1.4 | DEL-22379 (del) inhibe la dimerizacién de ERK2 in vivo sin alterar su fosforilacion. (A) Protocolo
experimental. (B) Cuantificacion de los niveles de fosforilaciéon de ERK2 5 (i) o 15 (ii) minutos después de la
inyeccion intra-hipocampal. (C) Cuantificacién de los niveles de dimerizacion de ERK2 5 (i) o 15 (ii) minutos
después de la inyeccion intra-hipocampal. El detalle estadistico completo se encuentra en la tabla R1S3. n =4
ratones / grupo.
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R1.5 - Dimerizacion de ERK2 en la reconsolidacion del IA.

Considerando que:

a) pudimos poner a punto un protocolo para la deteccién de dimeros de ERK2 en
hipocampo de ratén (figura R1.1),

b) establecimos que un protocolo de estimulacion de LTP quimico induce la
dimerizacién en cultivos primarios de rata (figura R1.2),

c) que el mantenimiento de LTP en rodajas agudas de hipocampo de raton se ve
impedido por el tratamiento con DEL (figura R1.3),

d) la administracién de DEL en el hipocampo reduce los niveles de dimerizacion de
ERK2 sin afectar su fosforilacion (figura R1.4),

e) la activacion de ERK2 citosdlica es finamente regulada en el hipocampo de raton
durante la reconsolidacion de la memoria de A, y que su inhibicion a los 45 min de la
reactivacion de una memoria débil induce su fortalecimiento',

nos propusimos evaluar el rol de la dimerizacion de ERK2 en la reconsolidaciéon de la
memoria de evitacién inhibitoria.

Para este objetivo, realizamos un primer par de experimentos en donde dos grupos
de animales fueron entrenados en la tarea de evitacion inhibitoria. La mitad de los mismos
fue entrenada con la version que utiliza un shock débil (wlA), y la otra mitad con la de shock
fuerte (slA). Cuarenta y ocho horas después del entrenamiento seleccionamos
aleatoriamente la mitad de los animales de cada uno de estos grupos para re-exponerlos al
dispositivo experimental (grupos RE), mientras que el resto de los animales permanecieron
en sus jaulas (grupos NR). Cuarenta y cinco minutos después de la re-exposicién (0 en
tiempos equivalentes para los grupos NR) eutanasiamos a los animales por dislocacion
cervical, diseccionamos el hipocampo y realizamos los homogenatos (figura R1.5A) para la
determinacion de los niveles de dimerizacién de ERK2.

Como se muestra en la figura R1.5C, los animales entrenados con un shock débil y
re-expuestos al contexto del entrenamiento presentan niveles de dimerizacién de ERK2
significativamente menores que los NR (WIA-RE vs wlA-NR, p = 0.0223; figura R1.5C, tabla
R184).

En cambio, los animales entrenados con shock fuerte no presentaron diferencias
significativas en los niveles de dimerizacion de ERK2 luego de la re-exposicion (slA-RE vs

slA-NR, p = 0.873; figura R1.5B). Estos resultados nos sugieren que hay una cinética
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diferencial de la dimerizacion luego de la re-exposicion de la memoria que depende del tipo

de entrenamiento utilizado 48 horas antes.
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Figura R1.5 | Los niveles de dimerizacion de ERK2 luego de la reactivacion de una memoria de evitacion
inhibitoria dependen del tipo de entrenamiento usado. (A) Protocolo experimental. (B) Nivel de dimerizacion
de ERK2 hipocampal para los animales entrenados en IA con un shock fuerte (slA). A la derecha se muestra la
imagen de un western blot representativo. (C) Nivel de dimerizacion de ERK2 hipocampal en animales entrenados
en IA con un shock débil (wlA). A la derecha se muestra la imagen de un western blot representativo. El detalle
estadistico se encuentra en la tabla R1S4. n = 7-9 / grupo.

R1.6 - Administracion de DEL luego de la reactivacion de la memoria de
slA.

En base a los resultados encontrados en el apartado anterior, nos preguntamos si los
niveles de dimerizacién de ERK2 luego de la reactivacion de la memoria en animales
entrenados con un shock fuerte serian relevantes para la reestabilizacion de la traza mnésica.
Es decir, dado que la reactivacion de la memoria en animales entrenados con un shock débil
(wlA) induce una disminucion en los niveles de dimerizacién de ERK2, nos preguntamos si
podiamos debilitar la traza mnésica de animales entrenados con un shock fuerte (slA)
mediante la inhibicion de la dimerizacion de ERK en el hipocampo. Esto causaria que la
latencia de ingreso de animales entrenados con slA disminuyan, asemejandose a la de los

entrenados con wlA.
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Para responder esta pregunta, primero realizamos un experimento similar a los del
apartado anterior, en donde entrenamos animales con un shock de intensidad fuerte.
Cuarenta y ocho horas después del entrenamiento dos tercios de los animales fueron re-
expuestos, mientras que un tercio permanecié en su jaula de cria. Treinta minutos después
de la re-exposicién inyectamos a los animales con DEL o vehiculo intra-hipocampal (grupos
RE+DEL y RE+VEH respectivamente), mientras que los animales no re-expuestos fueron
inyectados con vehiculo en tiempos correspondientes (grupo NR+VEH). Cuarenta y cinco
minutos después de la re-exposicion, diseccionamos los hipocampos y realizamos los
homogenatos para la determinacion de los niveles de dimerizacién de ERK2 (figura R1.6A).
Como se puede observar en la figura R1.6B, y reproduciendo el resultado observado
anteriormente (figura R1.5B), la re-exposicién de animales entrenados con slA no produce
un cambio significativo en los niveles de dimerizacion de ERK2 45 minutos después de la

misma (NR+VEH vs RE+VEH, p= 0.5944; figura R1.6B, tabla R1S5). En cambio, la

administracién de DEL disminuye significativamente el nivel de dimerizacion respecto al
grupo no re-expuesto e inyectado con vehiculo (RE+DEL vs NR+VEH, p=0.0102, figura

R1.6B, tabla R1S5). Este resultado nos permitié establecer que, en la dosis y tiempos

utilizados, DEL es capaz de disminuir los niveles de dimerizacion de ERK2 hipocampal en
animales que fueron entrenados con un slA, reproduciendo asi la cinética observada para
los animales entrenados con shock débil en la figura R1.5B.

Teniendo en cuenta estos resultados, y con el objetivo de evaluar el efecto que tiene
disminuir la dimerizacién de ERK sobre la conducta, disefiamos un experimento en donde
entrenamos a los animales con un shock fuerte. Cuarenta y ocho horas después, la mitad de
los animales fueron re-expuestos y la otra mitad se mantuvieron en su jaula de cria. Cuarenta
minutos después de la re-exposicion (o en tiempos correspondientes para los animales no
re-expuestos), inyectamos a los animales con DEL o vehiculo. Asi, los grupos experimentales
quedaron conformados de la siguiente manera: RE+DEL, RE+VEH, NR+DEL y NR+VEH
(figura R1.7A).

La inclusion del par de grupos de animales no re-expuestos e inyectados con droga
o vehiculo (NR+DEL y NR+VEH) es un control importante en los experimentos en donde se
estudian efectos en la reconsolidacion de la memoria, ya que nos permite establecer que los
efectos observados en la sesion de evaluacion son producto de la reactivacién y labilizacion
de la memoria, y no se deben a factores inespecificos de la administraciéon de la droga o a

un efecto sobre consolidacion extendida'".
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Figura R1.6 | La administracion de DEL-22379 después de la reactivaciéon de la memoria de slA reduce los
niveles de dimerizaciéon de ERK2. (A) Protocolo experimental. (B) Nivel de dimerizacién de ERK2 hipocampal
(dimero / mondémero) relativizada al grupo nr+veh. El detalle estadistico se encuentra en la tabla R1S5. n =8/

grupo.

En la figura R1.7B se puede observar que, como era esperable, los grupos no
presentan diferencias significativas en la latencia de entrada al compartimiento oscuro en el
dia del entrenamiento ni de la re-exposicion. Al evaluar el comportamiento de los animales
veinticuatro horas después de la re-exposicion (TS), se puede observar que los animales de
grupo RE+DEL presentan latencias significativamente menores que los RE+VEH (RE+DEL vs

RE+VEH, p = 0.0287, figura R1.7B, tabla R1S6). Esta diferencia no se observa cuando los

animales no pasan por la sesion de re-exposicion (NR+DEL vs NR+VEH, p = 0.9833, figura

R1.7B, tabla R1S6), lo que sugiere que el efecto de inhibir la dimerizacién de ERK sobre la

conducta es dependiente de la labilizacion de la memoria.

El cambio observado en el compartimento de los animales puede explicarse por dos
fendmenos contrapuestos: un impedimento en la reconsolidacién de la memoria original o la
facilitacion de una memoria de extincion que se exprese sobre la memoria original. Con el

objetivo de discernir entre estas dos explicaciones, agregamos una nueva sesion de
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evaluacion (TS2) 7 dias después de la sesion TS para evaluar la presencia de recuperaciéon
espontanea. Este es un fendmeno caracteristico de las memorias de extincion, que se define
como la reaparicidn de la respuesta condicionada en la memoria original después de un
tiempo de haberse establecido una memoria de extinciéon'’2, por lo que un aumento en la
latencia (es decir, la recuperacion de la respuesta condicionada original) podria indicar que
el efecto observado en TS es producto de una facilitacion de la memoria de extinciéon. Como
se puede ver figura R1.7C, el grupo de animales RE+DEL mantiene la disminucién en la
latencia de ingreso en una segunda evaluacion realizada 7 dias después de la primera
(RE+DEL vs RE+VEH, p = 0.0013, figura R1.7C). Este resultado, si bien no es definitorio y
habria que realizar otros experimentos para poder sacar conclusiones mas certeras, indicaria
que la administracion de DEL actuaria mediante un impedimento en la reconsolidacién de la

traza original.
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Figura R1.7 | La administracion de DEL-22379 (del) luego de la reactivacion de la memoria en animales
entrenados con slA causa un deterioro en la reconsolidacion. (A) Protocolo experimental. (B) Latencia de
ingreso al compartimento oscuro durante el entrenamiento (tr), la sesién de re-exposicion (re) y la sesién de
evaluacion (ts). (C) Latencia de ingreso en la sesidn de evaluacion ts2. Se grafica la latencia de ingreso de cada
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animal (puntos), la mediana y el rango intercuartil (barras de error). Ademas, para las sesiones de evaluacién (ts y
ts2) se muestra el tamarfio de efecto como diferencia de medianas graficando la bootsrapped median difference
distribution en gris, indicando la diferencia de medianas (punto) y el 95% IC (barras de error). El detalle estadistico
completo se encuentra en la tabla R1S6. n = 8 / grupo.

R1.7 - Administraciéon de DEL luego de la re-exposicién de la memoria
de wlA.

A diferencia de lo observado luego de la reactivacién de la memoria de slA, la
reactivacion de la memoria wlA indujo una disminucion de la dimerizacion en el hipocampo
(figura R1.5C). Nos preguntamos qué funcién cumple esta disminucién en la reconsolidacion
de la memoria. Para esto, realizamos experimentos similares a los de la seccién anterior, con
la salvedad de que esta vez todos los animales fueron entrenados con un shock débil (figura
R1.8A).

Como se puede observar en la figura R1.8B, no se encontraron diferencias entre los
grupos en las latencias de ingreso en el dia del entrenamiento. Asimismo, los grupos re-
expuestos presentaron latencias similares a lo que tipicamente observamos en los
experimentos con wlA (tabla R1S7). Sin embargo, la administracion de DEL cuarenta minutos
luego de la reactivacién causé un aumento significativo en la latencia de ingreso en la sesiéon
de evaluacién (RE+DEL vs RE+VEH, p = 0.0049; figura R1.8B). Este efecto puede ser
atribuido a la reactivacién de la memoria, ya que no se observa si los animales no pasan por

la sesion de re-exposicion (NR+DEL vs NR+VEH, p = 0.3786; figura R1.8B, tabla R1S7).

Nos propusimos analizar el efecto de la administraciéon de DEL sobre los niveles de
dimerizaciéon de ERK2 luego de la reactivacién de la memoria de animales entrenados con
wlA (figura R1.8C). Encontramos que, en la misma linea a lo observado en la figura R1.5, la
reactivacion de la memoria de animales entrenados con un shock débil causa una
disminucién en la dimerizacién de ERK2 (NR+VEH vs RE+VEH, p = 0.0003, figura R1.8D). Al
analizar el efecto de la administracién intra-hipocampal de DEL encontramos que ésta no
tuvo efecto en los niveles de dimerizacion de ERK2 (RE+VEH vs RE+DEL, p = 0.3753; figura
R1.8D). Esto podria deberse a un ‘efecto piso’, no siendo posible disminuir ain mas el nivel
de dimerizacion farmacoloégicamente cuando éste ya se encuentra disminuido por la
manipulacion conductual. Esto sugeriria que el efecto observado en la conducta podria
deberse a una inhibicion de la dimerizacion posterior a la observada, en el que la droga aun

estaria teniendo efecto.
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Inicialmente, la senalizacion de la via de ERK/MAPK se pensaba como una simple
secuencia lineal de eventos, que iniciaban con la activacién de RAS y se desencadenaba de
manera sucesiva la fosforilacion de RAF y luego MEK, siendo esta ultima quinasa la
encargada de activar a ERK (figura 12). Décadas de investigacion dan cuenta de que detras
de la sefalizacion mediada por ERK/MAPK hay una red regulatoria compleja que depende
de varios efectores y sustratos, la interaccién con proteinas de andamiaje'® 173174
fosfatasas'®'75'"" y otras modificaciones post-transduccionales como la dimerizacion (figura
13).

La integracion de estos mecanismos regulatorios permite la regulacion fina de la
actividad de senalizacion en cuanto a frecuencia, amplitud, intensidad, especificidad
espacial e interaccion con sustratos, permitiendo una amplia gama de efectos bioldgicos.
Si bien la dimerizacién de ERK1/2 fue inicialmente descrita en 1988''%, el rol que tiene en
procesos bioldgicos es aun mayormente desconocido. En este sentido, se ha propuesto que
tiene un impacto en la intensidad de la sefializacioén, ya que en su forma dimerizada ERK
fosforilado tiene una actividad 20 veces mayor que como mondmero'?°, Otro posible rol en
el que ha sido implicada es en la capacidad de regular la especificidad espacial de la
actividad de ERK. Si bien inicialmente se propuso que la dimerizacion era esencial para la
translocacion nuclear''®, reportes mas recientes indicarian que la dimerizacion seria un factor
determinante en la sefalizacion citosdlica de la via de ERK, al regular la interaccion con
proteinas de andamiaje que permiten la fosforilacién de los sustratos citosélicos''®.

Los resultados expuestos en este capitulo muestran que la dimerizacion de ERK2
tendria un rol subyacente a procesos de plasticidad y reconsolidacién de la memoria de
evitacion inhibitoria en ratones.

En primer lugar, establecimos la presencia de dimeros de ERK2 en el hipocampo
cerebral de ratén (figura R1.1), siendo este el primer reporte de dicho mecanismo en tejido
del sistema nervioso. Luego, realizamos experimentos en cultivos primarios de neuronas de
rata para evaluar el rol de la dimerizacion en procesos de plasticidad. Encontramos que la
induccion de LTP quimico con glicina en estos cultivos aumenta la expresion de dimeros de
ERK2, asi como la fosforilacion de ERK2 (figura R1.2). Ademas, incorporamos en el
experimento la droga DEL-22379, un inhibidor de la dimerizacion caracterizado previamente
en modelos oncoldgicos''. Si bien los reportes iniciales de esta droga destacan su efecto
especifico sobre la dimerizacion sin afectar la fosforilacion de ERK2, nuestros resultados

indican que, en dichos cultivos, la droga ademas de impedir la dimerizacion esta impidiendo
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la fosforilacion de ERK (figura R1.2). Esto puede deberse al sistema bioldgico estudiado, ya
que se ha reportado que el efecto de DEL depende del contexto molecular'”®. Otra posible
explicacion de este efecto son las condiciones experimentales elegidas (dosis y/o tiempo de
incubacién usados). Una limitacién de los experimentos realizados es que, si bien ha sido
reportado que el protocolo de LTP quimico comparte muchas caracteristicas observadas
para la induccion de LTP en rodajas agudas de hipocampo (gj., la insercion de receptores
AMPA en la membrana, la remodelacion de espinas y la fosforilacion de receptores de
NMDA'"*-82) " carecemos de una medida observable de los cambios plasticos que suceden
en estos experimentos. Por esta razén decidimos realizar experimentos en rodajas agudas
de hipocampo de ratén induciendo LTP en el circuito CA1-Schaffer Collaterals, mediante
estimulacién de alta frecuencia. Este mecanismo de plasticidad es considerado como el
sustrato principal del aprendizaje y la memoria'®'®, Ademas, hay reportes de que el
entrenamiento en la tarea de evitacidn inhibitoria es capaz de inducir LTP en el
hipocampo™8 por lo que este mecanismo cobra particular importancia en este contexto.

Los resultados presentados en esta tesis sugieren que la dimerizacion de ERK2
cumpliria un rol fundamental en el mantenimiento del LTP (figura R1.3). Mientras que tanto
en las rodajas tratadas con DEL como con vehiculo pudimos observar la induccion de la
potenciacion de los fEPSP, la misma se sostuvo en el tiempo solo para las rodajas tratadas
con vehiculo, pero decayd rapidamente a niveles basales en aquellas incubadas con DEL.
Estos resultados deben considerarse como preliminares y ameritan profundizar mas en el rol
que tiene la dimerizacion en el establecimiento del LTP, pero definitivamente ponen de
manifiesto la relevancia de la activacion de determinados sustratos de la via para el éxito de
este proceso. La principal limitacién en la interpretacién de estos resultados esta relacionada
con lo mencionado anteriormente sobre la droga DEL, ya que desconocemos si en esta
concentracion esta actuando solamente como un inhibidor de la dimerizacion, o también
esta impidiendo la fosforilacion de ERK, otro mecanismo que se sabe es esencial para el
establecimiento de LTP40.184-188

Continuando con la investigacion sobre el rol de la dimerizacion en procesos de
memoria, encontramos que la administracion de DEL-22379 es capaz de impedir in vivo la
dimerizacion de ERK2 en el hipocampo de ratdn inducida por EGF, sin afectar su fosforilacion
(figura R1.4), a diferencia de lo observado en cultivos primarios (figura R1.2). Este resultado

es de especial importancia para nosotros, ya que nos permitié validar el uso de DEL-22379
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como un inhibidor especifico de la dimerizacién de ERK que no afecta su fosforilacion,
permitiéndonos su uso en futuros experimentos.

Al estudiar el proceso de reconsolidacion de la tarea de evitacion inhibitoria,
encontramos una disminucion significativa en los niveles de dimerizacion como producto de
la reactivacion para aquellos animales entrenados en la version de IA que utiliza un shock
débil (wlA), mientras que no hubo cambios en los animales entrenados con la version que
usa el shock fuerte (slA) (figura R1.5). Este no es el primer reporte de una cinética diferencial
de la via de ERK1/2 en esta tarea, ya que resultados previos de nuestro laboratorio
encontraron que en este mismo punto temporal hay un aumento de la fosforilacion de ERK2
citosdlica en hipocampo de animales del grupo wlA y una disminucion para el grupo slA™5:146,

Estas dos lineas de investigacion abren nuevas preguntas sobre los mecanismos de
regulacion que estarian actuando luego de la reactivacion de la memoria. Si nos centramos
en el protocolo de wlA, el aumento en la fosforilacion en el compartimento citosélico
reportado previamente pareceria entrar en conflicto con la disminucién en la dimerizacién
que encontramos en este trabajo. Esto se debe a que la interaccién de ERK con sus sustratos
citosélicos depende en gran parte de la union a proteinas de scaffolding, para lo cual es
necesaria la dimerizacion. En esta linea, se ha reportado que la inhibicidén farmacoldgica de
este proceso aumenta la sefalizacién nuclear, en detrimento de la citosélica'®. Una posible
respuesta a esta pregunta podria radicar en la interaccidén de ERK con proteinas de anclaje.
Poco se sabe acerca de la relacion entre dimerizacion y transporte nuclear de ERK, aunque
se conocen dos mecanismos de ingreso de ERK al nucleo: por transporte pasivo como
mondmero, o por transporte activo como dimero'®"4, Burack et al.'" encontré que frente a
la estimulacién con un agonista, ERK transloca rapidamente al ndcleo de manera pasiva
como monomero. Una hipétesis integradora para los resultados encontrados sobre la
dimerizacion y fosforilacion es que la disminucion de la dimerizacién permite que haya un
pool mas grande de ERK fosforilado como mondmero disponible para su rapida
translocacion al nucleo. Futuros experimentos que profundicen sobre la localizacion de ERK
en la célula y la interaccion con proteinas de scaffolding y sustratos tanto citosélicos como
nucleares podrian esclarecer el mecanismo involucrado.

Respecto a la intervenciéon con DEL-22379, luego de la reactivacion de la memoria
observamos un efecto bidireccional de la droga segun el protocolo de entrenamiento usado

(figura R1.7, figura R1.8). Encontramos que la administracién luego de la reactivacion en

animales entrenados con un shock fuerte es capaz de disminuir la dimerizacion
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(reproduciendo a nivel bioquimico lo observado en animales entrenados con wlA) v,
consecuentemente tiene un efecto detrimental sobre la reconsolidacién de la memoria,
reduciendo significativamente los tiempos de latencia (figura R1.7). Por otro lado,
encontramos que la administracion en el mismo punto temporal, pero para animales
entrenados con un shock débil tiene un efecto facilitador de la reconsolidacién, al
incrementar la latencia de ingreso (figura R1.8). Si bien un efecto bidireccional de la droga no
es algo sorprendente en si mismo, ya que estamos hablamos de memorias distintas que
tienen dinamicas y requerimientos moleculares diferentes, el efecto encontrado en los
animales entrenados con el shock débil abre nuevas preguntas. A pesar de que la
reactivacion de la memoria causa una disminucién de la dimerizacion (figura R1.5, wlA),
podemos descartar que el efecto observado se deba a que la administracion de DEL
disminuya aun mas los niveles de dimerizacién (figura R1.8), ya que este tratamiento no tiene
efecto en el punto temporal observado. Nuestra principal hipdtesis de trabajo sostiene que
la droga estaria actuando sobre eventos de dimerizacién que no hemos detectado luego de
la reactivacion de la memoria y que son relevantes para el desempeno en la tarea. Realizar
mas extractos en nuevos puntos temporales después de la reactivacion nos permitiria
establecer si hay otro evento de dimerizacion relevante en donde DEL podria estar teniendo
un efecto que justifique lo observado en la conducta.

Para concluir, los resultados descritos nos permitirian sostener que la dimerizacion
de ERK2 constituiria un mecanismo regulatorio relevante en procesos de plasticidad y

memoria.
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Capitulo R2 - MKP3
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En trabajos anteriores del laboratorio donde utilizamos esta misma tarea de evitacion
inhibitoria, se pudo describir la cinética de fosforilacion de ERK2 en el citosol luego de la
reactivacion de la memoria'*®'%¢, Brevemente, encontramos que quince minutos después de
la reactivacidon de la memoria, los animales re-expuestos presentan mayores niveles de
fosforilacion de ERK2 citosdlica hipocampal comparados con sus controles no re-expuestos,
independientemente de la intensidad del shock usado en el entrenamiento (figura R2.1). En
cambio, cuarenta y cinco minutos después de la sesion de re-exposicion, observamos una
diferencia en la fosforilacion dependiente de la intensidad del shock usado en el
entrenamiento: mientras que aquellos animales que fueron entrenados con un shock débil
presentan niveles elevados de fosforilacion, los animales que fueron entrenados con el shock
fuerte muestran una inhibicién de la activacion de la via (figura R2.1).

La compleja regulacion de la actividad de ERK1/2 estéa en parte dada por la actividad
de las dual specificity MAP kinase phosphatases (MKPs), una familia de fosfatasas que
proveen una red regulatoria negativa y puede actuar dando forma a la magnitud,
temporalidad y espacialidad de la actividad de las MAP quinasas. Dentro de esta familia de
fosfatasas, MKP3 es una fosfatasa de expresion exclusivamente citosodlica y alta selectividad
por ERK1/2, lo que la hace un blanco de particular interés para nuestro laboratorio.

Teniendo en cuenta los resultados previos del laboratorio, en este capitulo nos vamos

a centrar en estudiar la actividad de MKP3 luego de la reactivacion de la memoria.

o
s|A PERK2 nr

pERK2 nr

15' 45'

Figura R2.1 | Representacion esquematica de los niveles de fosforilacion de ERK2 citosélica hipocampal
luego de la reactivacion de la memoria de IA. La linea punteada representa el nivel del grupo no reactivado,
los circulos el nivel de pERK2 para los animales reactivados. Se representa en el plano superior lo observado
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para slA y en el inferior lo observado para wlA. Los animales entrenados con un shock fuerte presentan un
aumento de la fosforilacion de ERK2 15 minutos después de la reactivacion de la memoria, y una inhibicion 45
minutos. En cambio, los animales entrenados con un shock débil muestran un aumento significativo de la
fosforilacion 15 y 45 minutos después de la reactivacion.

R2.1 - Expresion de MKP3 luego de la reactivacion de la memoria.

Con el objetivo de profundizar en los mecanismos regulatorios de la via de ERK
involucrados en la reconsolidacién de la memoria de IA, nos preguntamos si hay una
modulacion de la expresion de MKP3 luego de la sesion de re-exposicion. Entonces, en un
primer experimento, entrenamos animales en la tarea de evitacidén inhibitoria y luego
realizamos extractos de proteinas citosoélicas 15 0 45 minutos después de la reactivacion de
la memoria con el objetivo de evaluar los niveles de expresion de MKPS3 (figura R2.2A).

Como se observa en la figura R2.2B, 15 minutos después de la sesién de re-
exposicidn los animales del grupo re—expuesto presentan niveles de expresion de MKP3
significativamente menores que sus respectivos controles no re-expuestos, tanto en el caso
del entrenamiento slA (slA-RE vs slA-NR, p = 0.012) como para el wlA (wlA-RE vs wlA-NR, p
= 0.017; figura R2.2B).

En contraste, 45 minutos después de la re-exposicion, los niveles de expresion de
MKP3 varian segun la intensidad del shock usada en el entrenamiento (figura R2.2C). En el
caso de entrenamiento slA, los animales re-expuestos al contexto de entrenamiento
presentan niveles de expresion de MKPS3 significativamente mayores que sus controles no
re-expuestos (slA-RE vs slA-NR, p < 0.001; figura R2.2C). Por otro lado, los animales que
fueron entrenados con wlA presentan niveles de expresion de MKP3 significativamente
menores que los controles no re-expuestos (WIA-RE vs wlA-NR, p = 0.006; figura R2.2C).

Estos resultados sugieren que MKP3 podria estar regulando la reconsolidacion de la

memoria de IA, actuando a través de la regulacién de la fosforilaciéon de ERK.
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Figura R2.2 | Niveles de expresion de MKP3 después de la reactivacion de slA y wlA. (A) Protocolo
experimental. Expresion de MKP3 quince (B) o cuarenta y cinco (C) minutos después de la re-exposicion para
animales entrenados con un shock fuerte (slA) o débil (wlA) relativizada al control no re-expuesto. A la derecha
se muestran bandas representativas de cada grupo y una porcién de la membrana teflida con rojo Ponceau,
usado como control de carga. El detalle estadistico completo se encuentra en la tabla R2S1. n = 10-11 / grupo.

R2.2 - Uso de BCI para inhibir la actividad de MKP3.

Con el objetivo de poder seguir investigando el rol de MKP3 en la reconsolidacion de
la memoria de IA, y habiendo observado una cinética diferencial en la expresion citosodlica
de MKP3 a los 45 min de la reactivacion, decidimos evaluar si la actividad de MKP3 es un
requisito para este proceso mnésico. Inicialmente debimos poner a punto la administracién
de BCI, una droga identificada originalmente en un screening in vivo usando zebrafish'®
como inhibidor de MKP3, y por consecuencia actuando como un regulador positivo de la

actividad ERK/MAPK, al bloquear la actividad de la fosfatasa. Al momento de realizar los
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experimentos no habia trabajos previos que usaran esta droga en administrada de manera
local en el cerebro de ratones, por lo que en un primer momento decidimos realizar un
experimento para encontrar una dosis de BCI que induzca la activaciéon de ERK en nuestro
modelo.

Para esto inyectamos ratones naive con distintas dosis de BCI (0.3 uM, 3 uM o 30
pMM) en un hemihipocampo, y vehiculo en el otro. Cinco o quince minutos después de la
inyeccién sacrificamos a los animales e hicimos extractos de proteinas hipocampales con el
objetivo de determinar los niveles de expresion de MKP3, y de fosforilacion de ERK (figura
R2.3A).

Observamos que ninguna dosis de BCI tuvo efecto sobre la expresién de MKP3 en

los puntos temporales estudiados (figura R2.3B y R2.30).
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Figura R2.3 | La administracion de BCI no produce cambios en la expresion de MKP3 5 o 15 minutos
después de su administracion. (A) Protocolo experimental. (B) Expresién de MKP3 cinco minutos después de
la administracion de BCI. (C) Expresion de MKP3 15 minutos después de la administracion de BCI. El detalle
estadistico completo se encuentra en la tabla R2S2.
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Sin embargo, la administracion de BCI 3 pM indujo un aumento significativo de la
fosforilacion de ERK2 a los 5 minutos comparado con el control inyectado con vehiculo
(PERK2: VEH vs BCI 3 uM, p = 0.022; figura R2.4C) y no se observaron cambios para la
activacion de ERK1. Por otro lado, quince minutos después de la administracién de BCI
encontramos una activacion significativa tanto de ERK1 como de ERK2 para la dosis de 3
uM (pERK1: VEH vs BCI 3 uM, p = 0.027; pERK2: VEH vs BCI 3 uM, p = 0.0001; figura R2.4B).

Estos resultados sugieren que la dosis de 3 uM de BCl es capaz de inducir la actividad

de la via de ERK/MAPK quince minutos después de su administracién intra-hipocampal.
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Figura R2.4 | La administracion intra-hipocampal de BCI induce la fosforilacion de ERK1 y ERK2. Se
muestran los niveles de fosforilacion de ERK1 (pERK1/tERK1) y ERK2 (pERK2/tERK2) de los extractos realizados
en el experimento de la figura R2.3. Fosforilacion de ERK1/2 relativizada al grupo vehiculo 5 minutos (Ay C)y 15
minutos (B y D) después de la administracion de BCI. El detalle estadistico completo se encuentra en la tabla
R2S3.
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R2.3 - Administracion de BCI después de la reactivacion de slA.

Habiendo encontrado una dosis efectiva para la induccién de la actividad de ERK2,
y considerando la cinética de fosforilacion de ERK2 durante la reconsolidacion de la memoria
de IA previamente descripta (figura R2.1), decidimos realizar un experimento para evaluar si
el aumento de la actividad de ERK2 producto de la inhibicion de MKP3 es capaz de modular
la reconsolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria.

Recapitulando resultados previos, encontramos animales entrenados con un
entrenamiento débil (wlA) muestran un aumento significativo de la actividad de ERK2 45
minutos después de la reactivacion de la memoria, y que la inhibicion farmacoldgica de la
actividad de ERK2 en este punto temporal causa un aumento en la latencia de ingreso
cuando los animales son evaluados 24 horas después, teniendo este grupo latencias de
entrada similares a las que presentan los animales entrenados con un shock fuerte (slA).

Haciendo un ‘espejo’ de este experimento, y sabiendo que los animales entrenados
con un shock fuerte muestran una disminucién de la fosforilacion de ERK2, nos preguntamos
si aumentar la actividad de ERK2 por medio de la administracion de BCI después de la
reactivacion, afectaria la reconsolidacion de la memoria, produciendo una disminucién en la
latencia de ingreso en la sesidn de evaluacion.

Para responder esta pregunta entrenamos animales con un slA. Cuarenta y ocho
horas después, la mitad de los animales fueron re-expuestos y la otra mitad se mantuvieron
en su jaula de cria. Treinta minutos después de la re-exposicion (0 en los tiempos
correspondientes para los animales no re-expuestos), inyectamos a los animales con BCI 3
MM o vehiculo. Asi, los grupos experimentales quedaron conformados de la siguiente
manera: RE+BCI, RE+VEH, NR+BCl y NR+VEH.

Como se puede observar en la figura R2.5, al evaluar el efecto de la administracion
de BCI luego de la reactivacion de la memoria, encontramos que los animales del grupo
RE+BCI muestran latencias de ingreso significativamente menores que los RE+VEH (RE+BCI
vs RE+VEH, p = 0.005; figura R2.5), mientras que no detectamos diferencias en los animales
que no pasaron por la sesion de reactivacion (NR+BCl vs NR+VEH, p = 0.974), lo que indica
que este impedimento es especifico de la reactivacion y labilizacion de la memoria.

Estos resultados sugieren que aumentar la actividad de ERK en el hipocampo
mediante la administracion de BCI causa un deterioro en la reconsolidacion de la memoria

de los animales entrenados con un slA, aportando evidencia a la propuesta que la regulacion
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de la actividad de ERK por medio de MKP3 constituye un mecanismo esencial para la

reconsolidacion de la memoria de IA.
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Figura R2.5 | La administracion de BCI luego de la reactivacion de una memoria fuerte (slA) causa un
impedimento en su reconsolidacion. A) Protocolo experimental. B) Latencia de ingreso al compartimento
oscuro durante el entrenamiento (tr), la reactivacion (re) y la evaluacion (ts). Se grafica la mediana y el rango
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Capitulo R2 — Discusién
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En este capitulo estudiamos el rol de la fosfatasa MKP3 en la reconsolidacion de la
memoria de evitacion inhibitoria. Como se menciond en la introduccién, esta fosfatasa se
expresa exclusivamente en el citosol y es altamente selectiva para ERK, sin mostrar actividad
catalitica significativa sobre otras quinasas de la familia. Estas propiedades hacen de MKP3
un candidato de especial interés para estudiar los mecanismos de regulacion de ERK, en
especial en procesos dependientes de la localizacién subcelular de esta quinasa.

En este sentido, los resultados de este capitulo se apoyan en resultados previos del
laboratorio, que dan cuenta de la importancia de la actividad de ERK en el citosol tras la
reactivacion de la memoria. Nuestro laboratorio encontré que en esta tarea la actividad de
ERK2 varia segun el protocolo de entrenamiento usado. Al analizar la actividad de ERK2 en
el hipocampo quince minutos después de la reactivacion de la memoria, se observd un
aumento significativo de la fosforilacién de ERK2 en el citosol de animales entrenados tanto
en wlA como slA. Sin embargo, cuarenta y cinco minutos después de la reactivacion, el nivel
de activacion de la quinasa diferia segun el tipo de entrenamiento. Los animales entrenados
con un shock débil mostraron un aumento en la fosforilacion de ERK2, mientras que en los
animales entrenados con un shock fuerte se observé una inhibicién de la misma'®.

Estos resultados van en linea con los presentados en esta tesis (figura R2.2). Quince
minutos después de la re-exposicidon observamos una disminucidn significativa de la
expresion de MKPS3 tanto para animales entrenados con un shock fuerte como con uno débil,
consistente con la observacién de niveles elevados de pERK2 previamente reportados por
nuestro laboratorio™®. En contraste, a los cuarenta y cinco minutos de la reexposicion, los
animales entrenados con un shock fuerte mostraron un aumento significativo en la expresion
de MKP3, mientras que aquellos entrenados con un shock débil presentaron una inhibicién
en comparacion con sus respectivos controles. En resumen, y de acuerdo con lo esperado,
la fosfatasa MKP3 muestra una cinética inversa a la actividad de ERK2.

Para el abordaje farmacoldgico del estudio de procesos de memoria y los
mecanismos moleculares que estan involucrados es fundamental contar con farmacos que
modulen (negativa y positivamente) la actividad de los blancos farmacoldgicos a estudiar.
Mientras que se han desarrollado multiples inhibidores de la actividad de la via de ERK, hasta
el momento no contdbamos con moduladores positivos de la misma. Si bien se ha reportado
que diversos agentes farmacolégicos (agonistas dopaminérgicos', agonistas y
antagonistas del receptor nicotinico a7'!, agonistas B-adrenérgicos'® o faloidina'®® entre

otros) pueden inducir la activacién de ERK también afectan otras vias de sefalizacion.
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Esto complica la interpretacion de los resultados, ya que el efecto observado podria
deberse tanto a la induccidén de ERK como a la influencia sobre otras quinasas, receptores
o blancos moleculares. En este sentido, nos propusimos estudiar el rol de BCI, un inhibidor
alostérico de MKP3, que podria constituir una herramienta util para futuros estudios de la
actividad de ERK en procesos de memoria y aprendizaje, ya que actuaria especificamente
sobre esta quinasa (y en particular, en su localizacion citosélica).

Al momento de realizar los experimentos no encontramos publicaciones que
administren esta droga en el cerebro de ratones, por lo que primero disefiamos un
experimento con el objetivo de poner a punto la dosis. Para esto inyectamos ratones naive
en el hipocampo con distintas dosis de BCI (0.3 pM, 3 pM o 30 pM) en un hemisferio y con
vehiculo en el otro (figura R2.3). Encontramos que la administracion de BCI no produce
cambios en la expresion de MKP3 cinco o quince minutos después (figura R2.3). Sin
embargo, al analizar la actividad de ERK, detectamos un aumento significativo en la
fosforilacion de ERK1 y ERK2 quince minutos después de inyectar la dosis de 3 uM (figura
R2.4). Estos resultados sugieren que BCI podria actuar como un regulador positivo de ERK,
aunque deben considerarse algunas limitaciones.

Primero, solo medimos la activacion de ERK; aunque MKP3 muestra alta selectividad
por ERK, no podemos descartar efectos sobre otras quinasas de la familia MAPK, como JNK
0 p38'941%_ Seria (til realizar experimentos adicionales para medir la fosforilacién de estas
proteinas. Otra limitacion es que BCI podria también afectar a MKP1'%, una fosfatasa nuclear
con mayor selectividad por JNK, aunque también capaz de defosforilar a ERK. Aunque BCI
parece prometedor como herramienta para regular la actividad de ERK, es evidente la
necesidad de realizar mas experimentos que confirmen su especificidad.

Retomando los resultados previos del laboratorio, sabemos que la administracion de
PD98059 (un inhibidor de la fosforilacién de ERK) cuarenta y cinco minutos después de la
re-exposicion en animales entrenados con un shock débil aumenta la latencia de entrada en
la sesion de evaluacion, haciendo que estos animales se comporten de manera similar a los
entrenados con un shock fuerte, en quienes se observa una disminucion significativa de la
actividad de ERK2 citosélica en el hipocampo.

Con este antecedente, planteamos un experimento ‘espejo’ para evaluar si el
aumento de la actividad de ERK2 en el hipocampo mediante la administracion de BCI,
cuarenta y cinco minutos después de la reactivacion en animales entrenados con un shock

fuerte (que presentan una disminucion de fosforilacién de ERK2 en este punto temporal),
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afectaria la conducta, haciendo que estos animales se comporten como si hubieran sido
entrenados con un shock débil.

Efectivamente, en el experimento mostrado en la figura R2.5, encontramos que la
administracion de BCI luego de la re-exposicién en el hipocampo de animales entrenados
con un shock fuerte causa una disminucion en la latencia de ingreso al compartimento
oscuro en la sesion de evaluacidon, mostrando latencias similares a las que se observan en
animales entrenados con un shock débil.

Mas alla de lo mencionado anteriormente sobre la especificidad de la droga, aun
queda repetir este experimento y medir los niveles de actividad de ERK2 luego de la
administracién de BCI y la re-exposicion. Esto aportaria mas evidencia respecto de que el
cambio conductual observado se debe a un aumento en la actividad de ERK provocado por
la manipulacién farmacolégica.

Si bien era posible que esta fosfatasa cumpla un rol en la conducta, ya que en ultima
instancia regula la actividad de ERK en el sistema nervioso'”, estos resultados serian los
primeros en sustentar un rol de MKP3 en el hipocampo en procesos de memoria. En linea
con nuestras hipotesis, recientemente se encontrd que ratones expuestos de manera cronica
al consumo de alcohol presentan un aumento de la expresién de MKP3 en la corteza
prefrontal, asociado a una disminuciéon de BDNF en esta misma area. Estos animales ademas
presentan un déficit en la memoria de reconocimiento de objeto novedoso. La administracién
de BCI en la corteza prefrontal rescata el déficit en la tarea y la sefalizacién de ERK/BDNF ',

El rol de las fosfatasas de la familia de las MKPs en la regulaciéon de la actividad de
las MAPK, y en particular de MKP3 en la modulacién de ERK en el citosol da cuenta de la
importancia del estudio de éstas en procesos de plasticidad y memoria. En la figura R2.6
mostramos un esquema actualizado que resume los resultados encontrados en este trabajo
sobre la dindmica de MKP3 luego de la re-activacion de la memoria de IA, y los integra con

lo descripto anteriormente en nuestro laboratorio.
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Figura R2.6 | Representacion esquematica de los niveles de fosforilacion de ERK2 y expresion de MKP3
hipocampal luego de la reactivacion de la memoria de IA. Los resultados expuestos en este capitulo
complementan los reportes previos del nuestro laboratorio, en donde se caracterizé la cinética de ERK2 luego de
la reactivacion de la memoria (esquematizado en la figura R2.1). Encontramos que la expresion de MKP3 sigue
una cinética inversa a la de la fosforilaciéon de ERK2. Los circulos representan la actividad de pERK2 (verde) y
MKP3 (rosa) para animales re-expuestos en los tiempos indicados (15 y 45 minutos). La linea punteada representa
los niveles encontrados para animales no reactivado
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Capitulo R3 - c-Fos
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R3.1 - Cambios en la expresiéon de c-Fos luego de la reactivacion de la
memoria de evitacién inhibitoria.

Es ampliamente aceptado que las memorias se codifican en circuitos neuronales que
forman la traza mnésica (o engramas) dispersos en diversas areas del cerebro*'®, y para
varias tareas comportamentales éstos se han identificado en distintas areas cerebrales como
el hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal, entre otras. Para comprender como se
integran los distintos ensambles neuronales involucrados en el aprendizaje y la memoria se
requieren técnicas y enfoques que aporten una mirada integral de lo que sucede en el
cerebro durante estos procesos.

Los estudios realizados en nuestro laboratorio se centran principalmente en el rol
hipocampo durante distintos procesos mnésicos de la tarea de evitacién inhibitoria, usando
abordajes farmacolégicos para modular distintas vias moleculares en ésta area®1462%, En
este capitulo presentaremos resultados iniciales que apuntan a caracterizar la participacion
de distintas areas del cerebro (hipocampo, amigdala lateral, corteza pre-frontal y corteza
retrosplenial) en la reconsolidacion de esta memoria, tanto en la versién que usa un shock
débil en el entrenamiento (wlA), como la que usa un shock fuerte (slA). Si bien se han
desarrollado diversas técnicas que permiten este tipo de estudios, decidimos encarar este
trabajo preliminar usando la técnica de inmunohistoquimica contra el IEG c-Fos, considerado
como un marcador de actividad neuronal®#®°, Brevemente, entrenamos a dos grupos con un
shock débil o fuerte (WlA o slA respectivamente), y cuarenta y ocho horas después
seleccionamos aleatoriamente a la mitad de los animales de cada uno de los grupos y los
re-expusimos a la plataforma. Noventa minutos después de la sesion de re-exposicion

perfundidos a los animales y disecamos el cerebro (figura R3.1A).
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Figura R3.1 | Identificacion de areas cerebrales activadas luego de la reactivaciéon de la memoria de
evitacion inhibitoria. (A) Protocolo experimental. (B) Esquema de las areas de interés estudiadas. Se consigna
el rango con respecto al bregma en el eje antero-posterior que se tuvo en cuenta a la hora de tomar las imagenes.
PFC = Corteza Prefrontal, RSC = Corteza Retrosplenial, LA = Amigdala Lateral, Cg = Corteza Anterior Cingulada,
PrL = Corteza Prelimbica, IL = Corteza Infralimbica.

R3.2 - Hipocampo.

En primer lugar, decidimos evaluar la expresion de c-Fos luego de la reactivacion de
la memoria en las distintas subregiones que conforman al hipocampo (CA1, CA2, CA3 y DG).
Como se puede observar en la figura R3.2A encontramos que luego de la reactivacion de la
memoria hay un aumento de la expresién de c-Fos en la subregion CA1 para animales
entrenados tanto con un shock débil (wlA-RE vs wlA-NR, p = 0.009; figura R3.2A) como con
un shock fuerte (slA-RE vs slA-NR, p = 0.0010; figura R3.2A). Ademas, encontramos que la
expresion de c-Fos luego de la reactivacion de la memoria fue significativamente mayor para
el grupo entrenado con un shock fuerte comparado con el entrenado con el shock débil (slA-
RE vs wWIA-RE, p = 0.023, figura R3.2A).

Para la subregion CA3 encontramos diferencias producto de la reactivacién de la
memoria solamente para los animales que fueron entrenados con un shock fuerte (slA-RE vs
slA-NR, p = 0.016; wlA-RE vs wlA-NR, p = 0.468; figura R3.2C). Por ultimo, para las regiones
CA2 y DG no encontramos diferencias como consecuencia de la reactivacién para ninguno

de los protocolos de entrenamiento usados.
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Figura R3.2 | Actividad inducida en el hipocampo por la reactivacion de la memoria de IA. Se muestran
imagenes representativas y cuantificacion de células c-Fos* en (A) CA1, (B) CA2, (C) CA3 y (D) DG. Los puntos
grandes representan la densidad de células c-Fos* media de cada animal, y los chicos la de cada imagen
obtenida. Las barras de error muestran la media y el desvio estandar. El detalle estadistico se encuentra en la
tabla R3S1. n = 12-16 imagenes provenientes de 3 ratones por grupo.

R3.3 - Amigdala Lateral.

Para continuar con la caracterizacién de las areas involucradas en la reconsolidacion
de la memoria, seleccionamos a la amigdala como area de interés, debido a su bien
establecido rol en diversos tipos de memorias?'-2%, Para esta area encontramos que hay un
aumento significativo de la expresién de c-Fos luego de la re-exposicidon para los animales
entrenados con el shock fuerte (slA-NR vs slA-RE, p = 0.013; figura R3.3). Este aumento es
especifico del entrenamiento con shock fuerte, ya que no encontramos diferencias producto

de la re-exposicion para los animales entrenados con el shock débil (wlA-NR vs wlA-RE, p =

0.722; figura R3.3).
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Figura R3.3 | Actividad inducida en la amigdala lateral por la reactivacion de la memoria de IA. Se muestran
imagenes representativas y cuantificacion de células c-Fos* en la amigdala lateral. Los puntos grandes
representan la densidad de células c-Fos* media de cada animal, y los chicos la de cada imagen obtenida. Las
barras de error muestran la media y el desvio estandar. El detalle estadistico se encuentra en la tabla R3S2. n =
12-17 imagenes provenientes de 3 ratones por grupo.
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R3.4 - Corteza Prefrontal.

La corteza prefrontal puede ser dividida en distintas subregiones cada una asociada
con diferentes funciones cognitivas, asi que, para abordar el rol de esta corteza en la
reconsolidacion de la memoria de IA, decidimos tomar por separado imagenes de cada una
de las siguientes subregiones: corteza anterior cingulada (Cg), corteza prelimbica (PrL) y
corteza infralimbica (IL). Tanto para la PrL como para la IL encontramos un aumento
significativo de nucleos con marca de c-Fos producto de la reactivacion solamente para los
animales entrenados con un shock débil (PrL: wlA-NR vs wlA-RE, p = 0.001; slA-NR vs slA-
RE, p = 0.778; IL: wlA-NR vs wlA-RE, p = 0.004; slA-NR vs slA-RE, p = 0.808; figura R3.4A).

Para estas dos areas también encontramos una activacion diferencial producto de la
intensidad del shock usado en el entrenamiento (PrL: wlA-NR vs slA-NR, p = 0.022; IL: wlA-
NR vs slA-NR, p = 0.021; figura R3.4A). Para la Cg, si bien parece seguir la misma tendencia,

no encontramos diferencias estadisticas significativas (figura R3.4A).

79



resultados — c-Fos

x108 Cq

3
vl
o

1

oo

N
o
1

[ 1

nucleos cFost / cm
o0
oQ °
_',__

301 _
e

201

O T T T T

nr re nr re
slA
x10® sk PrL
*

60

™
€
()
=~ ]
+ 401 @ .
()
" w0
o @
@
S 201 .
C
0 T T T T
nr re nr re
slA
«10% IL
*
50 _ k%

404 _

nlcleos cFos™ / cm3

N w

e 2
eo—

[ [
® &

E

——

)
10{ @
o -
O T T T T
nr re nr re
slA

Figura R3.4 | Actividad inducida en la corteza prefrontal por la reactivacion de la memoria de IA. Se
muestran imagenes representativas y cuantificacion de células c-Fos* en (A) Cg, (B) PrL e (C) IL. Los puntos
grandes representan la densidad de células c-Fos* media de cada animal, y los chicos la de cada imagen
obtenida. Las barras de error muestran la media y el desvio estandar. El detalle estadistico se encuentra en la
tabla R3S3. n = 7-13 imagenes provenientes de 3 ratones por grupo).
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R3.5 - Corteza Retrosplenial.

Por ultimo, decidimos estudiar la participacién de la corteza retrosplenial (RSC), que
ha sido asociada previamente con distintos tipos de memoria, incluyendo la memoria de
|A204-208  Encontramos que esta regiéon muestra un aumento de la densidad de células cFos*
después de la reactivacion cuando los animales fueron entrenados con un shock fuerte (slA-
NR v slA-RE, p = 0.004; figura R3.5). En cambio, no encontramos diferencias significativas
en la actividad de RSC como producto de la reactivacion cuando los animales fueron

entrenados con un shock débil (WIA-RE vs wlA-NR, p = 0.064; figura R3.5).
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Figura R3.5 | Actividad inducida en la corteza retrosplenial por la reactivacion de la memoria de IA.

Se muestran imagenes representativas y cuantificacion de células c-Fos* en RSC. Los puntos grandes
representan la densidad de células c-Fos* media de cada animal, y los chicos la de cada imagen obtenida. Las
barras de error muestran la media y el desvio estandar. El detalle estadistico se encuentra en la tabla R3S4. n =
13-17 imagenes provenientes de 3 ratones por grupo).
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Capitulo R3 - Discusion
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Esta ampliamente aceptado que las memorias no se encuentran representadas en
células unicas, sino en ‘engramas’. Estos conjuntos de neuronas que se activan
coordinadamente producto de una experiencia se encuentran ampliamente distribuidos en
multiples areas del cerebro. Esta naturaleza distribuida de la representacion neuronal de la
experiencia ha hecho dificil definir de manera taxativa las areas involucradas en distintos
tipos o procesos de memoria. Si bien los experimentos farmacoldgicos, electrofisioldgicos y
de lesion han aportado mucho a la identificacion de areas cerebrales involucradas en el
procesamiento de memorias especificas, estos enfoques comparten la misma limitacion:
solamente ofrecen una vision limitada y circunscripta anatdmicamente de procesos que son
globales y distribuidos.

En este capitulo, cuantificamos la expresiéon de la proteina c-Fos con el objetivo de
detectar cambios en la actividad de multiples areas cerebrales como producto de la
reactivacion de la memoria de evitacion inhibitoria. Usamos grupos de animales entrenados
con un shock débil (wlA) o fuerte (slA), ademas de sus respectivos controles que no pasaron
por la reactivacion de la memoria (WlIA-NR y slA-NR).

La importancia del hipocampo en la reconsolidacién de la memoria de evitacidon
inhibitoria ya ha sido estudiada en nuestro laboratorio en ocasiones anteriores, ya que esta
region ha sido el blanco de multiples experimentos farmacoldgicos 146:150:209-212,

En base a la arquitectura y amplia conectividad del hipocampo, estudios
conductuales han demostrado que las diferentes subregiones (CA1, CA2, CA3 y DG) que lo
componen pueden estar involucradas en funciones cognitivas ™isa® en 218 Ademas, varios
trabajos han demostrado que el rol de cada una de dichas subregiones hipocampales en el
sostenimiento de procesos mnésicos puede ser disociado funcionalmente mediante
abordajes experimentales?'42?!. En este sentido, nos propusimos evaluar la activacion de
distintas subregiones del hipocampo (CA1, CA2, CA3 y DG) luego de la reactivacién de la
memoria de evitacién inhibitoria.

Los resultados presentados en este capitulo expanden las observaciones previas del
laboratorio sobre la participacién del hipocampo en la reconsolidacion de esta tarea.

Encontramos un aumento significativo en la cantidad de células que expresan c-Fos
luego de la reactivacién de la memoria en CA1, tanto para animales entrenados con un shock
fuerte como con un shock débil (figura R3.2A). En este sentido, nuestros resultados van en
linea con los numerosos trabajos que sostienen la importancia de esta subregion del

hipocampo en la reconsolidacién de la memoria.
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Continuando con la descripcién de las distintas subregiones del hipocampo,
encontramos que la reactivacion de la memoria no induce un aumento de la expresion de c-
Fos en CA2, independientemente del protocolo de entrenamiento usado (figura R3.2B). Estos
resultados también se alinean con la bibliografia conocida, ya que el rol de esta region en
roedores estd tipicamente asociado a conductas y memorias sociales???2%, y no memorias
aversivas como la que estudiamos en este trabajo.

Con respecto a CA3 (figura R3.2C), encontramos una regulacién diferencial de la
expresion de c-Fos. Los animales entrenados con un shock fuerte (slA) mostraron un
aumento de células c-Fos* como producto de la reactivacion de la memoria, mientras que
no detectamos cambios cuando utilizamos un shock débil. Modelos computacionales
sugirieron que esta subregion estaria preferentemente involucrada en la precision con la que
se recuperan las memorias®’. Si bien esta hipétesis no se comprobé experimentalmente, el
hecho de que la recuperacién de memorias remotas (asociadas a menor precision en el
recuerdo) dejan de inducir actividad en CA3%?8, y que cuando se silencia esta regién usando
optogenética durante la recuperacion de la memoria de miedo contextual disminuye la
precision de la misma (los animales dejan de recordar el contexto en el que recibieron el
shock)?®®, sugiere que efectivamente esta subregiéon podria regular la precisiéon de las
memorias recuperadas. En este sentido, podriamos pensar que la actividad diferencial que
nosotros observamos en CA3 podria deberse a que, al usar un estimulo mas saliente en los
animales entrenados con un shock fuerte, esta es recuperada de manera mas precisa en la
sesidn de reactivacion, dando lugar a el aumento de células c-Fos* en CA3, que no
encontramos en los animales que fueron entrenados con el shock débil.

En lo que refiere al DG, no encontramos diferencias producto de la sesion de re-
exposicidon para ninguno de los dos protocolos de entrenamiento utilizados. El rol de esta
regién durante la evocacién de la memoria es discutido. Por un lado, se encontré que inhibir
la actividad de esta region no tiene efecto sobre la expresién de memorias®*®2%, Sin
embargo, otros trabajos mostraron que la activacién optogenética del engrama en el DG es
suficiente para inducir la evocacién de la memoria® %%, Si bien estos resultados sugieren
un rol del DG en la evocaciéon, no prueban que el DG esté involucrado en la recuperacion
cuando la memoria es evocada por un recordatorio, y no por la activacion optogenética del
engrama. En este sentido, es esperable que la sesion de reactivacidn que usamos en nuestro

protocolo experimental no induzca actividad en DG.

84



resultados — c-Fos

En la tarea de condicionamiento de miedo contextual se propone que uno de los roles
del hipocampo es generar representaciones contextuales capaces de evocar la expresion
del miedo por medio de conexiones amigdalo-hipocampales. Trabajos del grupo de LeDoux
mostraron que la lesién de la amigdala lateral (LA) causa déficits en la adquisicion vy
evocacion de memorias de evitacion®>%¥. Otros grupos, usando tratamientos
farmacoldgicos, también encontraron que la amigdala tiene un rol central en distintas etapas
de la tarea de evitacion inhibitoria®3®-24°, En esta linea, encontramos que un aumento de las
células c-Fos* producto de la reactivacion de la memoria solamente para el grupo de
animales que fue entrenado con un shock fuerte. Por otro lado, la reactivacién no indujo
cambios en esta area cuando los animales fueron entrenados con un shock débil.

Varios estudios en humanos y primates no humanos reportaron que la amigdala
codifica la intensidad o proximidad del miedo percibido, o del estimulo aversivo usado?'-24,
En este sentido, la ausencia de actividad indicada por células c-Fos* observada después de
la reactivacion de la memoria de animales entrenados con el shock débil, podria deberse a
que la aversion percibida por el animal, evidenciada por la latencia de ingreso, es
considerablemente menor que la de los animales entrenados con el shock fuerte. Otra
consideracion a tener en cuenta es que la amigdala es una estructura compleja y muy
heterogénea anatdmica y funcionalmente, de la cual se reconocen tres subnucleos
principales: la amigdala basolateral (conformada por la amigdala basal y la amigdala lateral),
la amigdala central, y la amigdala medial®®'. Teniendo esto en cuenta, nosotros cuantificamos
la expresion de c-Fos en la amigdala lateral, asi que no podemos descartar que en los
animales entrenados con un shock débil no se esté induciendo la actividad de otra subregion
de la amigdala producto de la reactivacion de la memoria.

El rol de la corteza retrosplenial ha sido ampliamente descrito en memorias
episddicas®®, aprendizaje espacial’® y en memorias aversivas?®24-2%0, Dada la gran cantidad
de conexiones aferentes y eferentes que esta regidn posee con otras cortezas y con
estructuras subcorticales se lo puede considerar como un hub de interconexion?042%1-2%4,
Teniendo esto en cuenta, quisimos indagar sobre el rol de esta regidn en la reconsolidacion
de la memoria de evitacion inhibitoria usada en nuestro laboratorio. Encontramos que hay un
aumento de células c-Fos* producto de la reactivacion en los animales entrenados con un
shock fuerte, pero no para aquellos entrenados con un shock débil.

Un trabajo que utiliza imaging de alta resolucion de las conexiones entre el

hipocampo y RSC encontrd que, a pesar de presentar conexiones con CA1, CA2, CA3y DG,
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existe una alta conectividad funcional con CA3 y DG, pero no con CA1 ni CA2%°, Es
interesante que, de manera similar a lo que vemos en RSC, observamos un aumento de la
actividad en CA3 en los animales entrenados con un shock fuerte, pero no con un shock
débil. Esto abre el interrogante sobre la posibilidad que la conectividad entre RSC y CA3 esté
modulando el proceso de reactivacion / reconsolidacion de la memoria solamente cuando
se utiliza un shock fuerte en el entrenamiento. Futuros experimentos usando quimiogenética
y expresion de virus que nos permitan modular especificamente esta conexidon nos permitiran
esclarecer de manera mas precisa el rol que tiene esta area en este proceso.

Por dltimo, decidimos evaluar la participacion de la corteza prefrontal
(particularmente las cortezas IL, PrL y Cg de la corteza prefrontal medial). El descubrimiento
de que el almacenamiento de las memorias mas antiguas deja de depender principalmente
del hipocampo, y que areas corticales toman un lugar preponderante para esta funcién dio
lugar al modelo clasico de formacion de memoria, que postula que la formacion y el
almacenamiento inicial dependen del hipocampo, y que a través del proceso de
consolidacion sistémica la corteza prefrontal es reclutada para la recuperacion de memorias
remotas?%2%¢, Mas tarde, otros trabajos reportaron que la PFC es crucial también en etapas
tempranas del aprendizaje®*®2°%-%¢' y el descubrimiento de engramas en la PFC presentes
desde el momento de la adquisicion*®?®? |laman a reconsiderar el modelo clasico de
formacién de memoria y a investigar mas profundamente el papel de esta region.

En este sentido, encontramos un aumento marcado de las células c-Fos*en la corteza
IL y PrL de animales entrenados con un shock débil. Esto va en linea con trabajos previos
que apuntan a una necesidad de la corteza prefrontal para la recuperacion de memorias
recientes®60263-265  A(ln mas sorprendente es el efecto encontrado en animales entrenados
con un shock fuerte. Los ratones entrenados con este protocolo no muestran diferencias
producto de la reactivacion, pero cuando comparamos los grupos slA-NR contra wlA-NR,
encontramos un aumento significativo de las células c-Fos*. Algo que dificulta la
interpretacién de estos resultados, es que no incluimos un grupo entrenado y perfundido 90
minutos después del entrenamiento (es decir, un grupo que nos permita determinar de
manera mas certera la actividad en PFC después de los entrenamientos slA o wlA) en nuestro
protocolo. No podemos decir si estamos frente a un aumento de la actividad de la PFC
producto del entrenamiento en animales entrenados con un shock fuerte que se mantiene

por 48 horas, o si lo que vemos es una inhibicién de la actividad en el grupo wlA-NR.
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Al considerar estos resultados, hay que tener algunas limitaciones metodolégicas en
cuenta. Primero, para el andlisis de las regiones, consideramos zonas relativamente
restringidas de cada una, por lo que no podemos asegurar que estos resultados sean
consistentes en toda la extensién de las distintas regiones estudiadas.

Ademas, c-Fos es un indicador indirecto de la actividad, distintos tipos celulares
pueden presentar diferencias en los niveles de expresion de esta proteina, por lo que la
relacion entre aumento de células c-Fos*y actividad cerebral no necesariamente sea lineal
en todo el cerebro. En este mismo sentido, estamos midiendo la actividad de un solo
marcador. Se ha reportado que dentro de un mismo engrama se pueden identificar
ensambles de neuronas funcionalmente heterogéneos. Por ejemplo, Sun et al.?®® encontraron
que, en un protocolo de miedo contextual, el engrama identificado en el DG usando un
reportero de c-Fos promueve la generalizacién de la memoria y recibe mayoritariamente
inputs excitatorios, mientras que en la misma region, el engrama identificado usando un
reportero de npas4 promueve la discriminacion y recibe principalmente inputs inhibitorios.
Es posible que, en areas en donde no identificamos aumentos en la actividad producto de la
reactivacion, si lo hubiéramos hecho si utilizabamos otro reportero (por ejemplo, creb, arc o
Zif268).

Por ultimo, solamente estudiamos un punto temporal, por lo que tampoco podemos
descartar modificaciones de la actividad en las regiones observadas a otros tiempos luego

de la reactivacion.
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Rol de la dimerizacion de ERK2 en plasticidad y memoria.

Los resultados expuestos en el capitulo R1 de esta tesis sugieren que la dimerizacion
de ERK2 es una modificacién postraduccional esencial para la regulacion de procesos de
plasticidad y la reconsolidacién de memorias de evitacion inhibitoria en el raton Mus
musculus.

En este sentido, realizamos las primeras caracterizaciones de la presencia de dimeros
de ERK2 cultivos primarios de tejido nervioso, y en el hipocampo de ratones CF-1, algo que
no habia sido reportado previamente. Asimismo, encontramos que la inhibicion
farmacolégica de este proceso impide el mantenimiento del LTP en rodajas de hipocampo
de raton.

Teniendo resultados que sugieren un rol de la dimerizacion en procesos de
plasticidad, decidimos evaluar qué sucede luego de la reactivacion de la memoria de
evitacion inhibitoria. Encontramos que la dimerizacién es regulada diferencialmente segun el
tipo de entrenamiento utilizado. Es decir, aquellos animales que fueron entrenados con un
shock de intensidad débil presentaron niveles de dimerizacioén significativamente menores
luego de la reactivacién de la memoria que aquellos que no fueron reactivados. En cambio,
para los animales que fueron entrenados con un shock fuerte no encontramos diferencias en
la dimerizacion luego de la reactivacion.

Al realizar estudios farmacoldgicos usando DEL-22379, un inhibidor selectivo de la
dimerizacion, encontramos que la disminucion de la dimerizacion luego de la reactivacion en
animales entrenados con un shock de intensidad fuerte conlleva a un deterioro en el
desempenio de los animales en esta tarea. Sorprendentemente, encontramos que la
administracién de esta misma droga en animales entrenados con un shock de intensidad
débil produce un aumento en su desemperio.

Se desconoce la farmacocinética de DEL y la cinética de dimerizacién luego de la
reactivacion, por lo que resultados adicionales son necesarios para esclarecer y explicar los
resultados observados.

En conclusion, los resultados del Capitulo R1 de esta tesis aportan evidencia sobre
la importancia de la regulacién de la dimerizacion de ERK2 en procesos de plasticidad y

memoria.
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Rol de MKP3 en memoiria.

Otro mecanismo regulatorio de la actividad de ERK que decidimos estudiar para esta
tesis fue la actividad de la fosfatasa MKP3. Esta fosfatasa es de expresion principalmente
citosdlica, por lo que seria una candidata para regular la actividad de la via en este
compartimento celular.

Encontramos que, de acuerdo con lo que esperabamos, luego de la reactivacion de
la memoria los niveles de esta fosfatasa siguen una dinamica de expresion inversa a la
dinamica de fosforilacion de ERK. Esta cinética diferencial depende del protocolo de
entrenamiento usado.

Pusimos a punto la administracién intra-hipocampal de BCI, un inhibidor de esta
fosfatasa. Esto implica una valiosa herramienta farmacolégica para el laboratorio, ya que nos
permitira disefar experimentos en donde modulamos positivamente la actividad de ERK para
estudiar el efecto en la conducta, algo con lo que no contabamos previamente.

En este sentido, sabiendo que hay un aumento de la sefalizacion de ERK en animales
entrenados con un shock débil pero no en los entrenados con un shock fuerte, nos
preguntamos qué sucederia si inyectamos BCIl en estos ultimos. Interesantemente,
encontramos que tiene un efecto detrimental en la conducta, haciendo que se comporten de
manera similar a los entrenados con un shock fuerte.

Si bien experimentos adicionales serian necesarios para tener mayor certeza sobre
los blancos afectados por BCI, los resultados del Capitulo R2 sugieren que la regulacion de
la actividad de ERK mediada por MKP3 constituye un mecanismo relevante para la

reconsolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria.

Identificacidon de areas cerebrales involucradas en la reconsolidaciéon de
la memoria de evitacidn inhibitoria.

Los ultimos resultados presentados en esta tesis pretenden identificar estructuras
involucradas en la reconsolidacién de la tarea de evitacion inhibitoria. Si bien ya se encuentra
descartada la idea de que las memorias residen en un area cerebral Unica, se sabe que existe
cierta distribucion de la traza mnésica en regiones anatémicas especificas que pueden tomar
mayor o menor relevancia segun el tipo de tarea estudiada o la fase de la memoria observada.
En esta ultima serie de experimentos nos propusimos indagar con mayor profundidad acerca

de las areas cerebrales involucradas en la tarea de evitacion inhibitoria.
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Encontramos que luego de la reactivacion de la memoria hay un aumento de la
expresion de c-Fos en distintas regiones del hipocampo. Tanto para animales entrenados
con un shock de intensidad débil como fuerte, encontramos un aumento significativo de la
actividad en CA1 del hipocampo, esto es consistente con la bibliografia, que sefiala a esta
region del hipocampo como esencial para diversas tareas de aprendizaje y memoria, y con
resultados previos de nuestro laboratorio, ya que la mayoria de las intervenciones
farmacoldgicas realizadas apuntan a esta region, por lo que su involucramiento en la tarea
era esperado. Ademas, encontramos que la region CA3 se activa luego de la reactivacion de
la memoria en animales que fueron entrenados con un shock fuerte, pero no de aquellos
entrenados con un shock débil.

Para la amigdala lateral, otra region de gran importancia para memorias emocionales,
encontramos una activacion producto de la reactivacién de la memoria para aquellos
animales que fueron entrenados con un shock fuerte, pero no para los entrenados con el
shock de intensidad débil.

En la corteza prefrontal encontramos diferencias en dos de sus regiones, la corteza
infralimbica y la pre-limbica presentan mayores niveles de expresién luego de la reexposicidon
para animales entrenados con un shock débil. Interesantemente, encontramos que los
niveles de expresion de c-Fos de estas regiones parecen estar modulados positivamente por
la intensidad del entrenamiento, ya que encontramos diferencias entre los grupos no
reactivados.

Los resultados del capitulo R3 no solo amplian nuestra comprensién sobre el rol de
distintas areas cerebrales en el proceso de reconsolidacion de la memoria de evitacion
inhibitoria, sino que también abren nuevas e intrigantes preguntas. Estos resultados
constituyen un punto de partida clave para futuras investigaciones destinadas a desentrafar

las bases neurobiolégicas de la modulacién de la memoria.
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Anexo a R1 - Informacion suplementaria
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A)
Grupo n Media (DE)
ct+tveh 4 1(0)
ct+del 4 0.51(0.23)
ltp+veh 4 1.50 (0.32)
ltp+del 4 0.64 (0.23)
B)

anexo al capitulo R1 — dimerizacion

modelo: fosforilacion ~ Droga * Tratamiento

Comparaciones post hoc

Factores fijos F (af1,ar2) o] n?

comparacion p

Droga 7.49 1) 0.018  0.38

Tratamiento  33.5541, 8.56x 10° 0.64

DT 2.550.12 0.138  0.17

ct+veh vs ct+del 0.034
Itp+veh vs ltp+del 0.0006
ct+veh vs Itp+veh 0.029

Tabla R1S1 - Tabla estadistica asociada a la figura R1.2. (A) Estadistica descriptiva (n, media y DE) de nivel de
fosforilacion (relativizada al grupo ct+veh). (B) Modelo GLM, estadistica del ANOVA (F, p y n? y comparaciones

post-hoc realizadas (p valor ajustado por Tukey).

A)
Grupo n Media (DE)
veh (baseline) 4 1(0.108)
del (baseline) 4 1 (0.121)
veh (post hfs) 4 1.31(0.16)
del (posthfs) 4 1.12(0.25)

B)

modelo: fEPSP ~ Droga * Tiempo + (1|raton)

Factores fijos Far1,012) P n?

Droga 5.496) 0.019  0.24

Tiempo 2.961,830) 0.085 0.05

DT 41134830 1.44x10™ 0.16

Tabla R1S2 - Tabla estadistica asociada a la figura R1.3. (A) Estadistica descriptiva para el periodo de baseline y
para el el periodo post estimulacién (hfs) para rodajas tratadas con vehiculo o con del (relativizado al baseline).
(B) Modelo GLMM y estadistica del ANOVA de medidas repetidas realizado (F, p y n?.
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A

Dimerizacion Fosforilacion

Grupo n 5 minutos 15 minutos 5 minutos 15 minutos
Media (DE)
veh+veh 4 1(0.21) 1 (0.08) 1 (0.06) 1 (0.28)

egf+veh 8 1.09(0.14) 1.30(0.15) 1.95(0.94) 0.588 (0.13)

egf+del 4 1.12(0.21) 1.11(0.11) 2.21(0.88) 0.457 (0.12)

B)

modelo: var ~ grupo + (1|raton) comparaciones post hoc

Panel var Factor fijo  Fus1,ar2) p n? Comparacién p
Bi veh+veh vs egf+veh 0.049
pERK2 Grupo 5.38p13 0.048 0.41 veh+veh vs egf+del 0.051
egf+del vs egf+veh  0.989
veh+veh vs egf+veh 0.010
Bii pERK2 Grupo 8.58p13 0.010 0.68 veh+veh vs egf+del 0.009

egf+del vs egf+veh  0.555
Ci  dim ERK2 Grupo 0.27¢13 0.769 0.06 - -

veh+veh vs egf+veh 0.014
Cii  dim ERK2 Grupo 11.62p13 0.004 0.75 veh+vehvs egf+del 0.915
egf+del vs egf+veh  0.030

Tabla R1S3 - Tabla estadistica asociada a la figura R1.4. (A) Estadistica descriptiva del nivel de dimerizacion o
fosforilacion (relativizada al grupo veh+veh). (B) Modelo GLMM, estadistica del ANOVA, y comparaciones post-
hoc realizadas (p valor ajustado por Tukey).
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anexo al capitulo R1 — dimerizacion

A

Grupo n Media (DE)

wIA-RE 0.85 (0.14)

wlA-NR 1 (0.06)

9
7

SIA-RE 8 0.99 (0.12)
7

sIA-NR 1(0.172)

B)
t test: dimerizaciéon ~ grupo
grupo tar p
wIA re vs wlA nr 2.5614 0.022
slArevs slAnr 0.1613 0.873

Tabla R1S4 - Tabla estadistica asociada a la figura R1.5. (A) Estadistica descriptiva del nivel de dimerizacion
(relativizada al grupo nr para cada tipo de entrenamiento). (B) Estadistica del t-test realizado.

A)
Grupo n Maedia (DE)
nr+veh 8 1 (0.147)
re+veh 8 0.92(0.18)
re+tdel 8 0.73(0.15)
B)
modelo: dimerizacién ~ grupo comparaciones post hoc
Factor fijo  Far1,ar0) P n? Comparacion tratio p

nr+veh vs re+del 3.251 0.010
Grupo 5.55p1 0.011 0.35 re+veh vs re+del 2.267 0.056
nr+veh vs re+veh 0.985 0.594

Tabla R1S5 - Tabla estadistica asociada a la figura R1.6. (A) Estadistica descriptiva del nivel de dimerizacién
(relativizada al grupo nr+veh). (B) Modelo GLM, estadistica del ANOVA y comparaciones post-hoc realizadas (p
valor ajustado por Tukey).
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A)
Mediana (IQR)
Grupo n
tr re ts ts2
nr+veh 8  8(6-12) - 300 (269-300) 300 (258-300)
nr+del 8 9.50 (7-13) - 300 (243-300) 300 (199-300)
re+veh 8 8.50 (5-14) 300 (300-300) 300 (214-300) 300 (223-300)
re+del 8 7.50(6-8) 300 (227 -300) 109 (72-208) 97 (62-136)
B)
modelo: latencia ~ reactivacion * droga comparaciones post hoc

Panel Factorfijo  Fusa) p n2 Comparacién p

reactivacion 9-71(1,28) 0.004 0.26 nr+del vs nr+veh 0.983

B (ts) droga 410028 0.052 0.13 nr+vehvsre+veh 0.684

interaccion  5.29.25 0.029 0.1 retdelvsre+veh  0.028

conducta 9-72(1,28) 0.004 0.26 nr+del vs nr+veh 0.965

C (ts2) droga 12.81412¢ 0.001 0.31 nr+vehvsre+veh 0.842

interaccion  6.34p25 0.017 0.1 re+delvsre+veh  0.001

Tabla R1S6 - Tabla estadistica asociada a la figura R1.7. (A) Estadistica descriptiva (n y mediana + rango
intercuartil) de la latencia de ingreso para cada una de las sesiones (tr, re, ts, ts2). (B) Modelo GLM, estadistica
del ANOVA (F, p y n? y comparaciones post-hoc realizadas para la sesién de ts y ts2 (p valores ajustados por
Tukey).
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A)
figura R1.8B
Grupo n Mediana (IQR)
tr re ts
nr+veh 8 16.5(11-18) - 201 (95-289)
nr+del 8 10.50 (6-15) - 132 (74-202)
re+veh 9 10 (6-14) 153 (95-187) 105 (73-205)
re+del 9 11 (5-15) 125 (74-243) 291 (240-300)
B)
figura R1.8D

Grupo n Media (DE)
8 1 (0.065)

retveh 8 0.714(0.139)
8

0.796 (0.112)

nr+veh

re+del

C)

modelo: latencia ~ reactivacion * droga (panel B)

modelo: dimerizacion ~ grupo (panel D)

comparaciones post hoc

2

Panel Factor fijo Far1,ar2) p n Comparacion o]
reactivacion 3.931 309 0.056 0.22

nr+del vs nr+veh  0.378
B (ts) droga 5450 0026 0I5 |\ oh vsretven 0273
interaccién  13.25,3 0.001 031 retdelvsre+veh 0.004
nr+veh vs re+del 0.0003
D Grupo 13.254.1 0.0002 0.54 re+vehvsre+del 0.375
nr+veh vs re+veh  0.006

Tabla R1S7 - Tabla estadistica asociada a la figura R1.8. (A) y (B) Estadistica descriptiva asociada a las figuras
R1.8B y R1.8D repectivamente. (C) Modelo GLM, estadistica del ANOVA (F, p y n? y comparaciones post-hoc
realizadas para la sesion de ts y ts2 (p valores ajustados por Tukey).
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A)
15 minutos 45 minutos
Grupo n Media(DE) n Media (DE)
slA-NR 10 1.00(0.11) 8 1.00(0.17)
slA-RE 10 0.77(0.12) 9 1.46(0.15)
wlA-NR 11 1.00(0.19) 11 1.00(0.15)
wlA-RE 11 0.61(0.14) 9 0.76 (0.11)
B)
modelo: mkp3 ~ entrenamiento * reactivacion Comparaciones post hoc
Panel Factor fijo Fat1,ar2) p n2 comparacion p

entrenamiento  0.821.2g 0.361 0.12

slA-NR vs slA-RE  0.012
B reactivacion  10.26 25 0.002 0.36
wIA-NR vs wilA-RE 0.017

interaccion 4.321,28 0.036 0.51

entrenamiento  48.6133 5.72x10® 0.60

slA-NR vs slA-RE  <0.001
C reactivacion  0.25 33 0.251 0.04
wlA-NR vs wlA-RE  0.006

interaccion  49.02433 5.22x10% 0.32

Tabla R2S1 - Tabla estadistica asociada a la figura R2.2. (A) Estadistica descriptiva (n, media y de) de nivel de
expresion de MKP3 (relativizada al grupo NR). (B) Modelo GLM usado, estadistica del ANOVA (F, py n?y
comparaciones post-hoc realizadas (p valor ajustado por Tukey).
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A)
5 minutos 15 minutos
Grupo n Media (DE) n Media (DE)
veh 12 1(0.11) 15 1(0.11)
BCI0O.3pM 4 1.14(0.23) 5 1.17(0.17)
BCI3uM 4 1.08(0.17) 5 1.04(0.07)
BCI30pM 4 1.10(0.12) 5 1.11(0.13)
B)

modelo: mkp3 ~ grupo + (1|raton)

Panel

Factor fijo  Fri,ar2) o] n?
B (5 minutos) Grupo 1.445.0 0.271 0.23
C (15 minutos) Grupo 2.7232 0.070 0.28

Tabla R2S2 - Tabla estadistica asociada a la figura R2.3. (A) Estadistica descriptiva (n, media y DE) del nivel de
expresion de MKP3 (relativizada al grupo veh) 5 y 15 minutos después de la administracion de BCI. (B) Modelo

GLMM vy estadistica del ANOVA (F, p y n?).
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A)
5 minutos 15 minutos
Media (SD) Media (SD)
Grupo n Grupo n
pERK1 pPERK2 pERK1 pERK2
veh 12 1(0.24) 1(0.13) veh 15 1(0.30) 1(0.22)
bci0.3 4 1.17(0.38) 0.961 (0.24) bci0.3 5 1.35(0.38) 1.28(0.21)
bci3 4 1.11(0.29) 1.37(0.31) bci3 5 1.47(0.18) 1.80(0.45)
bci30 4 1.03(0.44) 0.899 (0.25) bci30 5 1.04(0.34) 0.993 (0.18)
B)
modelo: pERK ~ Grupo + (1|raton) comparaciones post hoc
comparacion
Tiempo ERK Factorfijo  Fam) p n? p
veh vs:
pERK1 Grupo 0.32320 0.806 0.06 - -
_ bci 0.3 0.983
5 min
pERK2 Grupo 3.73520 0.034 0.43 bci 3 0.022
bci 30 0.794
bci 0.3 0.134
pERK1 Grupo 3.6652¢ 0.028 0.34 bci 3 0.027
bci 30 0.994
15 min
bci 0.3 0.194
pERK2 Grupo 10.94;26 0.0001 0.61 bci 3 0.0001
bci 30 0.999

Tabla R2S3 - Tabla estadistica asociada a la figura R2.4. (A) Estadistica descriptiva (n, media y DE) del nivel de
fosforilacion de ERK1 y ERK?2 (relativizada al grupo veh) 5 y 15 minutos después de la administracion de BCI.
(B) Modelo GLMM, estadistica del ANOVA (F, p y n? y comparaciones post-hoc realizadas (p valor ajustado por

Tukey).
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A)
Mediana (IQR)
Grupo n
tr re ts

nr+veh 6 9 (7-12) - 300 (266-300)
nr+bci 6 11 (9-12) - 300 (286-300)
re+tveh 6 6 (5-15) 300 (280-300) 300 (300-300)
re+bci 6 12(8-15) 300 (300-300) 163 (141-300)
B)

modelo: latencia ~ reactivacion * droga comparaciones post hoc

2

Panel Factorfijo Fs,ar) p n Comparacion P

reactivacion 2.77(1,20) 0.111 0.12 nr+bci vs nr+veh 0.974

B (ts) droga 4844120 0.039 0.20 nr+vehvsre+veh 0.856

interaccion  9.46p2 0.005 0.32 retbcivsre+veh 0.005

Tabla R2S4 - Tabla estadistica asociada a la figura R2.4. (A) Estadistica descriptiva (n y mediana + rango

intercuartil) de la latencia de ingreso para cada una de las sesiones (tr, re, ts). (B) Modelo GLM, estadistica del
ANOVA (F, p y n?) y comparaciones post-hoc realizadas para la sesion de ts (p valores ajustados por Tukey).
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Anexo al capitulo R3 - c-Fos

A)
CA1 CA2 CA3 DG
Grupo N(';gi)a Media (DE) n  Media (DE) n N(';gi)a
SIA-NR (136) 282.5967) (136) (160.6919; (136) (17?1'2727) (136) 7.68 (3.44)
SA-RE 136) 404039 136) (] g:ig) : 135) g;:gg) : 135) 7.66 (2.31)
",V\:g' : 134) 475171 135) 66442 136) 232 '4527) : 136) 9.06 (2.83)
WIARE 134) 28.70.77) 134) 153(6.74) 134) 26?736?; : 134) 9.43 (3.23)
B)

cfos ~ entrenamiento * reactivacion + (1|ratén)

Comparaciones post hoc

region  Factores fijos F o] n? comparacion o]
Entrenamiento 7.94 0.004 0.66
slA-NR vs slA-RE  0.001
CA1 Reactivacion 3.42 0.215 0.88 wIA-NR vs wlA-RE 0.009
slA-RE vs wlA-RE 0.023
E*R 12.55 6.82 x 10° 0.22
Entrenamiento 7.94 0.491 0.06
CA2 Reactivacion 3.42 0.157 0.12 - -
E'R 2.55 0.786 0.01
Entrenamiento 717 0.06 0.37
slA-NR vs slA-RE  0.016
CA3 Reactivacion 3.99 0.127 0.38 wIA-NR vs wlA-RE 0.468
slA-RE vs wlA-RE 0.097
E*R 8.92 0.004 0.27
Entrenamiento 2.14 0.752 0.16
DG Reactivacion 3.33 0.364 0.08
E'R 517 0.911 0.11

Tabla R3S1 - Tabla estadistica asociada a la figura R3.2. (A) Estadistica descriptiva (cantidad de animales y

entre paréntesis se consigna la cantidad de imagenes totales, media y DE) de la densidad de células cFos* para
cada grupo y region. (B) Modelo GLMM, estadistica del ANOVA (F, p y n? y comparaciones post-hoc realizadas
(p valor ajustado por Tukey).
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A)
Grupo n Media (DE)
slA-NR 3(12) 6.30 (4.2)
slA-RE 3 (13) 17.02 (5.6)
wlA-NR 3 (16) 7.87 (5.68)
wlA-RE 3 (16) 6.11 (2.8)
B)
cfos ~ entrenamiento * reactivacion + (1|ratén) Comparaciones post hoc
region Factores fijos F o] n2 comparacion P

Entrenamiento 3.49 0.133 0.21
slA-NR vs slA-RE  0.013

LA Reactivacion 7.98 0.090 0.40 wIA-NR vs wlA-RE 0.722
slA-RE vs wlA-RE 0.018

E'R 9.33 0.033 0.62

Tabla R3S2 - Tabla estadistica asociada a la figura R3.3. (A) Estadistica descriptiva (cantidad de animales y
entre paréntesis se consigna la cantidad de imagenes totales, media y DE) de la densidad de células cFos* para
cada grupo en la amigdala lateral (LA). (B) Modelo GLMM, estadistica del ANOVA (F, p y n? y comparaciones
post-hoc realizadas (p valor ajustado por Tukey).
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A)
Cg PrL IL
Grupo
n Media (DE) n Media (DE) n Media (DE)
slA-NR 3(12) 35.08(9.66) 3(10) 21.08(10.09) 3(8) 34.42(6.25)
slA-RE 3 (15) 32.68 (11.53) 3 (14) 24.46 (12.15) 3 (15) 36.07 (10.39)
wIA-NR 3 (14) 2256 (6.73) 3(14) 4.92(.59) 3(15 5.72(5.72)
wIA-RE 3(11) 34.75(11.48) 3(10) 29.58 (11.03) 3 (13) 15.66 (15.66)
B)
cfos ~ entrenamiento * reactivacion + (1|ratén) Comparaciones post hoc
region Factores fijos F P n? comparacion o]
Entrenamiento 7.22 0.234 0.12
Cg Reactivacion 7.47 0.253 0.11 - -
E'R 7.60 0.107 0.20
Entrenamiento 0.38 0.550 0.05

slA-NR vs slA-RE  0.985
PrL Reactivacion 14.25 0.005 0.64 wIA-NR vs wilA-RE 0.002
slA-RE vs wlA-RE 0.042

E'R 9.45 0.142 0.53

Entrenamiento 2.05 0.190 0.21
slA-NR vs slA-RE  0.756

IL Reactivacion 8.88 0.017 0.53 wIA-NR vs wlA-RE 0.013
slA-RE vs wlA-RE  0.009

E'R 6.72 0.032 0.46

Tabla R3S3 - Tabla estadistica asociada a la figura R3.4. (A) Estadistica descriptiva (cantidad de animales y
entre paréntesis se consigna la cantidad de imagenes totales, media y DE) de la densidad de células cFos* para
cada grupo y region. (B) Modelo GLMM, estadistica del ANOVA (F, p y n? y comparaciones post-hoc realizadas
(p valor ajustado por Tukey).
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A)
Grupo n Media (DE)
slA-NR 3 (16) 46.3(10.62)
slA-RE 3 (16) 66.66 (12.97)
wlA-NR 3 (16) 39.77 (9.29)
wlA-RE 3 (14) 50.22 (5.22)
B)
cfos ~ entrenamiento * reactivacion + (1|ratén) Comparaciones post hoc
region Factores fijos F o} n2 comparacion P

Entrenamiento 9.17 0.016 0.54
slA-NR vs slA-RE  0.004

RSC Reactivacion 1.74 0.223 0.18 wlIA-NR vs wilA-RE 0.064
slA-RE vs wlA-RE 0.015

E'R 19.24 0.002 0.71

Tabla R3S4 - Tabla estadistica asociada a la figura R3.3. (A) Estadistica descriptiva (cantidad de animales y
entre paréntesis se consigna la cantidad de imagenes totales, media y DE) de la densidad de células cFos* para
cada grupo en la corteza retrosplenial (RSC). (B) Modelo GLMM, estadistica del ANOVA (F, py n? vy
comparaciones post-hoc realizadas (p valor ajustado por Tukey).
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