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Resumen

La morfologia de las espinas dendriticas es dependiente de la actividad
sinptica. Los cambios plasticos que ocurren durante los procesos de memoria
y aprendizaje han sido asociados con alteraciones en la expresion de la
proteina Arc. En el presente trabajo, se evalud el efecto de la estimulacion
neuronal mediante la incubacion con un analogo permeable del AMPc (8-Br-
AMPCc) en los cambios morfologicos de las espinas dendriticas de las neuronas
piramidales del hipocampo, asi como en la expresion de Arc en rebanadas de
rata de 14 dias postnatales (PN14). Los resultados obtenidos indican que la
estimulacion con 8-Br-AMPc, induce cambios en la cantidad de la proteina Arc
en el hipocampo. Mediante la técnica de inmunofluorescencia se observaron
que estos cambios son a nivel somatico exclusivamente. Ademas, se produjo
un incremento en el nimero de espinas dendriticas de tipo delgado posterior
a la incubacion con 8-Br-AMPc. Sin embargo, la incubacién con 8-Br-AMPc no
modificé significativamente las propiedades eléctricas de las neuronas. Estos
datos nos sugieren que la estimulacién con 8-Br-AMPc en rebanadas de ratas
PN14 logré actuar a nivel de segundos mensajeros causando cambios en la
expresion de la proteina Arc y la morfologia de las espinas dendriticas, pero

no logré causar alteraciones en la excitabilidad de la neurona.



Abstract

The morphology of dendritic spines depends on synaptic activity. Plastic
changes occurring during learning and memory processes have been
associated with alterations in the expression of the Arc protein. In this work, we
evaluated the effect of neural stimulation by incubation with a permeable
analog of cAMP (8-Br-cAMP) and analyzed the morphological changes of
dendritic spines of pyramidal hippocampal neurons as well as the expression
of Arc protein. We used brain slices of postnatal day 14 (PN14) rat. The results
indicated that stimulation with 8-Br-cAMP induces an increase of Arc protein in
the hippocampus. By immunofluorescence technique it was observed that
these changes are mainly at somatic level. In addition, there was an increase
in the number of dendritic thin spines after incubation with 8-Br-cAMP.
However, incubation with 8-Br-cAMP did not significantly modify the electrical
properties of principal neurons. These data suggest that stimulation with 8-Br-
cAMP in brain slices of rat PN14 was able to act at level of second messengers
causing changes in the expression of the Arc protein and the morphology of

dendritic spines, but failed to cause alterations in the neuronal excitability.
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El presente estudio describe el efecto que tiene en la expresion de la proteina
Arc y la morfologia neuronal la incubacion de neuronas hipocampales de la
region CA1l con 8-Br-AMPc. Se observé que una incubacion con 100 uM
durante 60 minutos de rebanadas frescas de rata de 14 dias postnatales,
incrementa la expresion de la proteina a nivel somatico y este efecto coincide

con un incremento en el nimero de espinas tipo delgada.



[. Introduccion

Las preguntas siempre han estado ahi ¢cémo aprendemos?, ¢cémo
recordamos? un cuestionamiento tan inquietante que ha sido abordado desde
todos los puntos de vista posibles. La comprension de la mente humana en
términos bioldgicos se ha convertido en la tarea cientifica fundamental del siglo
XXI. Hablar de aprendizaje es referirnos a los procesos en los que la conducta
varia y se modifica a lo largo del tiempo, adaptandose a los cambios que se
producen en el entorno, y al mismo tiempo, es hablar de memoria puesto que
la memoria mantiene latente la informacién para poder generar un aprendizaje.
Sin embargo, la memoria no solo es esencial para la continuidad de la
identidad sino para la transmision de la cultura, la evolucion y la continuidad

de las sociedades a lo largo del tiempo.

Con los ultimos avances en la ciencia, particularmente en biologia molecular,
se ha logrado amalgamar gran parte de los abordajes que se habian
desarrollado para dar una explicacién al tema de la memoria y el aprendizaje?.
Esto ha permitido darle gran peso a los procesos a nivel molecular que se
desencadenan con los procesos mnemaonicos como una forma més precisa de
explicar que es lo que sucede en el cerebro al momento de adquirir un nuevo

conocimiento.

A partir de las observaciones de Pavlov, Thorndike y Skinner, quienes

describieron diferentes tipos de aprendizaje que relacionaron con la conducta



(una corriente que se le conoce como conductismo), se ha podido establecer
gue a consecuencia de lo que sucede en el ambiente exterior, hay una
respuesta a diferentes niveles en el interior de un organismo!?. Estas
respuestas pueden ser tanto a nivel periférico como a nivel del sistema
nervioso central. A continuacion, se revisaran brevemente algunos conceptos
relacionados con las propiedades morfologicas y funcionales de las neuronas,

asi como de los fendmenos plasticos en la conectividad neuronal.

Neuronas como unidad morfo-funcional del cerebro

Hace unas décadas, el estudio de los procesos mentales por areas ajenas a
la psicologia, era considerado un imposible®. Tras el desarrollo de la teoria
celular y con la llegada de la teoria neuronal en el siglo XIX desarrollada por
Ramoén y Cajal, las ideas sobre el cerebro, su estructura y funcionamiento
fueron esclarecidas, permitiendo ver a la neurona como la estructura morfo-
funcional basica del cerebro y como una pieza fundamental para entender los

fendmenos conductuales3*.

Se ha estimado que, en un cerebro humano adulto, existen cerca de 10
neuronas®, cada una de las cuales esta conectada con otras miles. En la Figura
1 se muestran los elementos estructurales tipicos de una neurona que a

continuacion se describen brevemente:



Soma, es la region de la neurona donde esta concentrada la maquinaria

genética y metabdlica.

Cono axonico, region donde ocurre la integracion de la entrada sinaptica (axon
hillock) y donde la densidad de canales de sodio (Na*) es alta y el umbral es

bajo®.

Dendritas, son extensiones de la neurona, tipicamente ramificadas y
relativamente cortas (respecto al axén). Son las estructuras que sirven como
entrada principal de la informacion, gracias a que en su superficie existen
protuberancias que son el punto de comunicacion con la terminal sinaptica del

axon, llamadas espinas dendriticas®.

AX0n, estructura Unica, puede ramificarse en su extremo final y tiene la funcién
de propagar la sefial generada desde el cono axonico en forma de potencial
de accion, hasta el punto de comunicacién con las siguientes células, la
terminal sinaptica’. Algunas neuronas, como las motoneuronas, poseen un
recubrimiento en el axén conocido como vaina de mielina, las cuales son
proyecciones oligodendrociticas que envuelven al axén y le ayudan a propagar

los impulsos eléctricos.

Terminal sinaptica, es el punto final del axdn donde entra en comunicacion con
un sitio de la célula receptora para formar una sinapsis. Existen varios tipos de

sinapsis de acuerdo al sitio donde el axdn hace contacto: sinapsis axo-



axonicas, axo-dendriticas y axo-somaticas, siendo las mas comunes en el

hipocampo, las axo-dendriticas®.

Dendritas
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Figura 1. Esquema representativo de una motoneurona. Se muestran los elementos
morfologicos principales como soma, axén, dendrita y terminal sinaptica. Ademas, los
componentes funcionales como el cono axoénico, la vaina de mielina, los nodos de Ranvier,
diversos receptores, mitocondrias, el nicleo, entre otros. Tomado de Ruiz-Villareal M., 2009.
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Espinas dendriticas

Para recibir la informacién, las neuronas poseen estructuras en las dendritas
denominadas espinas dendriticas®®. Las espinas dendriticas son estructuras
con un alto dinamismo o plasticidad, es decir, son altamente modificadas,

creadas y destruidas en funcién de la actividad®**, adquiriendo diversidad de



formas a las cuales se les ha intentado dar diferentes clasificaciones de
acuerdo a la morfologia que exhiben'?13. Hasta el momento, se acepta una

clasificacion muy general como: delgadas, hongo, regordetas, y filopodiol4-16,

Las espinas dendriticas delgadas son aquellas en las que la longitud del cuello
desde la dendrita de la cual surgen, es mas larga respecto a la longitud de su
cabeza. Las espinas en hongo presentan un cuello mas corto y estrecho con
respecto a la longitud de su cabeza. Estos dos tipos de espinas presentan
densidad postsinaptica, por lo que se asume que estan formando sinapsis
funcionales. La densidad postsinaptica es un conjunto de proteinas ancladas
a la membrana postsinaptica, y su abundancia se asocia a la presencia de una
sinapsis activa. Por otro lado, las espinas regordetas se caracterizan por la
carencia de un cuello que diferencie su cuerpo de la cabeza, de manera que
la longitud total de la espina es basicamente igual o incluso menor a su
diametro, difiriendo de las dos anteriores en que no presentan una densidad
postsinaptica definida y por tanto se asume que no estan formando sinapsis
activas. Finalmente, los filopodios son estructuras mas largas que las espinas
(<3-5 um) y carecen de una cabeza que se diferencie del cuello (se dice que

son proto-espinas en busca de contacto sinaptico)?”’.

Las espinas dendriticas estan compuestas de un citoesqueleto de actina
involucrado en procesos plasticos'®2°, como motilidad, estabilidad, forma y

tamafo. Los cambios en el citoesqueleto de actina de las espinas dendriticas



estan relacionados con cambios en la eficiencia sinaptica, y tienen asociados
cambios en la organizacion de la densidad postsinaptica, asi como en la
modulacién y transmision de la sefal en la sinapsis. Las alteraciones de la
fuerza sinaptica son la forma mas descriptiva del termino plasticidad neuronal.
Si consideramos a las espinas dendriticas como el elemento mas plastico en
cuanto a su capacidad de modificar forma y tamafio en funcion de la actividad,
no es de sorprender que tengan un papel central en los fendmenos que

modifican la fuerza sinaptica, como la memoria y el aprendizaje'??1.

Aprendizaje

El aprendizaje, es una capacidad presente en mayor o menor medida, en todas
las especies animales. Constituye un mecanismo que permite la adaptacion y
en muchos casos, supervivencia en el medio ambiente. En un inicio, se
pensaba que el aprendizaje era una habilidad exclusiva de los humanos. No
obstante, diversos estudios han demostrado que cada especie posee
mecanismos de aprendizaje con diversos grados de complejidad??23. Esto da
la pauta para entender las dificultades a las que se han enfrentado los
especialistas para dar una clasificacion adecuada a los tipos de aprendizaje.
Por ejemplo, una de las formas mas elementales de aprendizaje que se puso
de manifiesto es la *habituacion” gracias a experimentos realizados en
moluscos (Aplysia californica) por Eric Kandel®??. Este tipo de aprendizaje

consistente en la reduccion de la fuerza de las reacciones reflejas a un



estimulo cuando éste se presenta repetidamente, ocasionando asi, un
silenciamiento de las neuronas presinapticas. Por otro lado, en este mismo
modelo de invertebrado, la estimulacion paralela de diferentes neuronas
resulta en una sensibilizacion, es decir, se produce una respuesta mayor a
estimulos subsecuentes debido a una mayor liberacion de neurotransmisores
por las neuronas presinapticas, causando una mayor entrada de Na*y de
calcio (Ca?*) en la terminal postsinaptica®?. De esta forma, se pudo entender
en un invertebrado dos formas de aprendizaje que involucran una red neuronal
muy sencilla. En organismos mas evolucionados, como los mamiferos, las
redes neuronales involucradas en el aprendizaje son mas complejas. Sin
embargo, el mismo tipo de respuestas (ej. habituacion y sensibilizacion) estan

presentes en procesos cognitivos complejos.

El hecho de que la conducta sea modificada en funcién de las condiciones
ambientales es posible gracias a una compleja serie de procesos que tienen
lugar en el interior del organismo. La adaptacion de la conducta al ambiente
estd mediada por procesos perceptivos, cognitivos y de organizacion motora.
Ello significa que el sistema biolégico (ej. el cerebro) debe procesar los
estimulos del ambiente, comparar el resultado de ese procesamiento con el
conocimiento anterior y organizar una respuesta motora a estos estimulos. Asi,
el aprendizaje nos permite resolver problemas que afrontamos a diario
evocando simultaneamente varios hechos a la vez, una habilidad vital para la

resolucién de problemas. En un sentido mas amplio, confiere continuidad a

10



nuestra vida al brindar una imagen coherente del pasado que pone en
perspectiva la experiencia actual. En palabras de Kandel: “somos quienes

somos por obra de lo que aprendemos y de lo que recordamos”.

El aprendizaje entonces, es un proceso de cambio en el estado de
conocimiento del sujeto y, por consecuencia, en sus capacidades
conductuales: como tal, es siempre un proceso de adquisicion mediante el cual
se incorporan nuevos conocimientos y/o nuevas conductas y formas de
reaccionar al ambiente. Puesto que el aprendizaje implica siempre alguna
forma de adquisicion de informacion y, por lo tanto, una modificacion del
estado de la memoria del sujeto, puede decirse que aprendizaje y memoria

son fenbmenos interdependientes.

La memoria como proceso

En términos préacticos, la memoria es la expresion de que ha ocurrido un
aprendizaje. De ahi que los procesos de memoria y de aprendizaje sean
dificiles de estudiar por separado. Se distinguen tres fases que se relacionan
entre si para recordar una experiencia: 1) dicha experiencia debe ser
almacenada (memoria a corto plazo); 2) luego debe ser codificada u
organizada de tal manera que tenga significado; y, por ultimo 3) esta

experiencia ya codificada debe ser recuperada (memoria a largo plazo)?4-26,
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En la Figura 2 se muestra el modelo de la teoria multialmacén desarrollada por
Atkinson y Shiffrin en 1968 para explicar como funciona la memoria
humana?’?8, El estimulo proveniente del ambiente genera un recuerdo
sensorial generalmente muy labil. Aln cuando llama la atencion del individuo,
si el estimulo se presenta sin un reforzamiento, solo se genera una memoria a
corto plazo. Este tipo de memoria es también conocida como memoria de
trabajo ya que puede perdurar por minutos y en algunos casos horas. Sin
embargo, si no se recibe un reforzamiento del estimulo, puede perderse con
el tiempo. En cambio, si el reforzamiento del estimulo se da en un periodo de
tiempo corto y de manera repetitiva, se forma una memoria a largo plazo, a la
gue tenemos acceso de manera voluntaria en cualquier momento de nuestra
vida®*, Como se puede advertir en la descripciéon anterior, la duraciéon del
estimulo es un evento clave para poder pasar de un tipo de almacenamiento

a otro.
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Figura 2. Modelo de Atkinson y Shiffrin de la teoria de la memoria humana. Presentaron un
modelo de multi-almacén el cual hace referencia a cuanto un estimulo es capaz de llamar la
atencién como pauta para la generaciébn de memoria. Cuando un estimulo ambiental es
percibido y no demanda suficiente atencion, se olvida. En cambio, si se le presta atencion
suficiente, da pie a una memoria a corto plazo. Esta hueva memoria adquirida requiere de
ensayo para generar una memoria duradera o de largo plazo que puede ser re-evocada.
Tomado de Jauregui y Razumiejczyk, 201128,

Este fendmeno de causa-efecto entre los estimulos sensoriales y la respuesta
a nivel fisiolégico, fue observado y descrito por primera vez en un sistema
neuronal por Donald Hebb. Entre sus observaciones, se dio cuenta de que al
estimular una via aferente que estuviera lo suficientemente cerca de una
eferente, produce en ambas una serie de cambios metabdlicos de manera tal
que, tanto la eficiencia de respuesta como la de estimulaciéon van a ser
aumentadas. Esto implica que las neuronas ademas de estar interconectadas,
ejercen influencia entre si para generar una respuesta. La teoria de Hebb
menciona entonces: “aquellas sinapsis que se usan, perduran, mientras que
las que no se utilizan, desaparecen” relacionando asi no solo la actividad de
una neurona presinaptica sino también los cambios morfolégicos que se

producen en las neuronas postsinapticas?®-3L.
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Posteriormente, en 1973, Bliss y Lomo describieron otro fenémeno relacionado
a la estimulacion repetida de una neurona: la potenciacion a largo plazo (LTP
del inglés, Long-Term Potentiation)3?. Estudios posteriores in vitro
demostraron que la LTP no es solamente un fendmeno duradero, sino también
de induccién rapida, con caracteristicas asociativas y de especificidad de
estimulos. Asi mismo, se han descrito estados temporales (LTP-temprano y
LTP tardio) que acompafian a las fases de adquisicion de ciertos tipos de
memoria dependientes del hipocampo3®3-3%, lo que convirtid a la LTP en un
proceso idoneo para describir el mecanismo celular del aprendizaje y la

memoria.

Potenciacion y depresion a largo plazo (LTP y LTD)

El fenédmeno de LTP ya antes mencionado, se refiere al efecto que tiene la
estimulacién repetida de una via aferente o de entrada (input) en la respuesta
de la via eferente o de salida (output) para generar una respuesta de mayor
intensidad y duracién. La descripcion de este fendmeno, pone de manifiesto
que las vias de comunicacion neuronal son muy sensibles a la historia de la
actividad previa. Asi, al estimular a las neuronas presinapticas de una forma
definida se pueden generar cambios en la respuesta postsinaptica y estos
cambios pueden ser vistos a través de los potenciales postsinapticos
excitatorios (EPSPs, del inglés Excitatory Postsinaptic Potentials) e inhibitorios

(IPSPs, del inglés Inhibitory Postsinaptic Potentials)3?. Estos fenémenos,
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modifican el potencial de membrana, y presentan un fenomeno aditivo, asi un
incremento en la cantidad de EPSPs favorece la generacion de un potencial
de accién postsinaptico. Por el contrario, la sumacién de IPSPs disminuyen la
probabilidad del disparo disminuyendo la excitabilidad, este fenomeno es
conocido como depresion a largo plazo o LTD (del inglés, Long-Term
Depression)®®. La Figura 3 ilustra el mecanismo de potenciacién a largo plazo
en su fase temprana en una sinapsis de tipo excitatorio entre las fibras

colaterales de Schaffer (CA3) y las neuronas piramidales de la region CA1 del

hipocampo.
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Figura 3. Induccion de la potenciacion a largo plazo. Durante la transmisidn sindptica normal
(A) se generan respuestas nulas o bien, miniatura, existiendo un mayor nimero de eventos
fallidos. La distribucion de las amplitudes puede ser ajustada a dos curvas Gaussianas, una
centrada en cero (eventos fallidos) y la otra curva, centrada en -4 pA (la respuesta maxima).
En esta etapa, solo hay activacion de receptores AMPA, mientras que los NMDA se mantienen
bloqueados por el Mg?. Con la induccién de la LTP (B), la sensibilidad de la neurona
postsindptica a los neurotransmisores excitatorios incrementa y la distribucidon Gaussiana se
mantiene, pero ahora con un incremento en el nimero de eventos donde la respuesta es
maxima. En este momento a nivel molecular existe activacion de receptores NMDA que
permiten la entrada de mas Ca%* lo que favorece una despolarizacién de la membrana al
tiempo que se activan vias de sefalizacidon para activar a otros receptores AMPA en la
membrana e insertar nuevos receptores AMPA y NMDA. Modificada de Kandel et al., 2001.
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La liberacion de glutamato en la terminal sinaptica ocasiona que este
neurotransmisor se una a sus receptores, en primera instancia a los AMPA
permitiendo la entrada de Na*, y produciendo un cambio en la polaridad de la
vecindad de la membrana postsinaptica provocando que se activen canales
dependientes de ligando, entre ellos los NMDA. Los receptores NMDA estan
bloqueados por magnesio (Mg?*). Después de una despolarizaciéon de la
membrana, el Mg?* libera al receptor, asi entonces el receptor de NMDA es
sensible a la accién del glutamato, permitiendo la entrada de Ca?* y una mayor

despolarizacién membranal®’.

Los receptores de NMDA son permeables a Ca?* (principalmente) y Na* %6, Se
ha demostrado que la entrada de Ca?* a través de los NMDAR durante una
despolarizacién, juega un papel fundamental en la activacion de cinasas como
la CaMKII que ayudan en el establecimiento y desarrollo del LTP en su etapa
temprana3®3®, La entrada de Ca?" activa a la calmodulina formando un
complejo conocido como Calcio/calmodulina que a su vez activa a la adenilato

ciclasa (AC) y a la CaMKII.

En la etapa tardia, existe un cambio en la concentracion de AMPc que
desencadena sintesis de nuevas proteinas, por lo que esta fase del LTP, es

dependiente de la sintesis de proteinas de novo**42,

En la Figura 4 se esquematiza la via por la cual la adenilato ciclasa activada

va a generar AMPc a partir del ATP presente en la neurona. La concentracion
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intracelular del AMPc, que en condiciones basales es < 1uM, es un factor
importante en su mecanismo de sefializacion, y puede variar rapidamente,
aumentando o disminuyendo en respuesta al estimulo extracelular®. Los dos
factores claves en la regulacion de estos niveles son: la modulacion de la
produccion del AMPc por la AC y la actividad de la fosfodiesterasa (PDE) que

degrada el AMPc a 5’-AMPc.

El AMPc, una vez sintetizado por las AC, actla como segundo mensajero
intracelular interaccionando con diferentes tipos de proteinas como son la
proteina cinasa A (PKA), el factor de intercambio de nucleétido de guanidina
(GEFs del inglés, Ras superfamily guanine nucleotide exchange factor),
canales io6nicos activados por hiperpolarizacion operados por nucleotidos
ciclicos (HCN del inglés, Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated
channels) el factor de transcripcion CREB (del inglés, cyclic AMP response
element binding protein), entre otros, que son los sistemas efectores de la

respuesta celular al estimulo inicial o ligando*9-4344,
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Figura 4. La induccidn de la fase tardia de la LTP (I-LTP) con un andlogo permeable del AMPc
mejora la eficiencia sindptica. Cuando se induce la fase tardia de la LTP con el Sp-AMPg, la
distribucién de las respuestas no se ajusta a solo dos curvas Gaussianas, sino que son
necesarias tres curvas como se muestra en A), sugiriendo la posibilidad de que tanto nuevas
zonas presinapticas han sido activadas como nuevos receptores a nivel postsindptico han sido
insertados acompanados del crecimiento de nuevas espinas dendriticas. Si se aplica
anisomicina, un bloqueador de la sintesis de proteinas, el fendmeno de LTP es bloqueado (B),
indicando que esta segunda fase de la LTP es dependiente de la sintesis de proteinas.
Modificada de Kandel et al., 2001.

Por otro lado, recordemos que la entrada de calcio también activa a la CaMKII.
La Figura 5 ilustra que, en estado basal, la cinasa esta unida a los filamentos
de actina (F-actina) estabilizando la estructura de la espina dendritica. De esta

manera, se mantiene lejos de la densidad postsinaptica. La disociacion de la
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CaMKIl de la actina provoca su translocacion hacia la densidad postsinaptica
donde puede fosforilar a otros receptores AMPA ya instalados y activarlos, al
mismo tiempo que permite que el citoesqueleto se reorganice®. La CaMKI|
participa en la reorganizacion del citoesquelto al fosforilar al GEF kalirin-7 que
a su vez activa a la GTPasa pequefia Racl cuya activacion finalmente
conduce a la inactivacion de la cofilina, una proteina de union a actina que
sirve de para estabilizar a los filamentos de actina. Eventualmente, CaMKI|
regresa a su estado inactivo y se une a la reorganizada F-actina restableciendo
la estructura de la espina dendritica*®. En todo este proceso, llama
especialmente la atencion la celeridad (minutos) con la que los estimulos
sensoriales que modifican la actividad eléctrica, son capaces a su vez de
producir cambios morfoldgicos en el circuito nervioso como aquellos asociados
a las espinas dendriticas. Dado que la acumulacion de la cinasa y de las vias
que desencadena, ocurre de manera inmediata a una estimulacion, se
considerada a la activacion de la CaMKIl como un elemento crucial en la
formaciébn de memoria a corto plazo ya que se ha visto relacionada a

fendmenos como la etapa temprana del LTP (e-LTP, del inglés early-LTP)?.
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Figura 5. CaMKIl juega un papel central en la dindmica de la actina. Para que existan
modificaciones morfoldgicas, es necesario que el citoesqueleto sea remodelado y en las
espinas dendriticas, la CaMKII tiene un importante papel en la regulacién del remodelado del
citoesqueleto. Como se muestra en a) cuando se activa a la CaMKII se separa de la F-actina
permitiendo que esta modifique su posicién y polimerice, ejerciendo cambios morfolégicos en
la espina dendritica. El efecto que se desencadena a partir de la activacién del receptor NMDA
se observa en b) donde estan ilustradas las vias de sefializacién dependientes de la activacién
de la CaMKIl. Como es de notar, la activacion y separacién de la CaMKII de la F-actina activa
concomitantemente vias que llevan a la remodelacién del citoesqueleto via GTPasas pequefias
como la RhoA. Modificada de Okamoto et al., 2009.
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Induccion eléctrica de la LTP en rebanadas hipocampales

El fendbmeno de la LTP ha sido estudiado en diferentes modelos que han
permitido evaluar este fendmeno en su forma mas nativa. Puede ser evocado
en células en cultivo, en rebanadas frescas de hipocampo e in situ, siendo las
rebanadas el modelo que ofrece mas ventajas con respecto a otras técnicas,
ya que mantiene las conexiones neuronales naturales y al mismo tiempo
permite evaluar el efecto de los farmacos de interés. Asi mismo, ofrece
facilidades técnicas ya que no requiere medios especiales para el crecimiento
de las neuronas, ni equipo muy sofisticado para el desarrollo de los

experimentos como el caso de las técnicas in vivo.

Para ser evocado, existen diferentes técnicas electrofisiologicas que permiten
estudiar el fenémeno de LTP#, en las que se administra estimulacién mediante
descargas eléctricas de alta frecuencia (HFS, del inglés High Frecuency
Stimulation), esto es, se aplican trenes de estimulacion de 200 ms a una
frecuencia de entre 30 y 100 Hz dejando 30 segundos de reposo entre cada
estimulacion. O bien, las descargas pueden ser a ritmos theta (TBS, del inglés
Theta Burst Stimulation) con frecuencias de entre 5 a 12 Hz. En ambos casos,
el estimulo se induce gracias a un electrodo de estimulacion localizado en la
via eferente y el efecto se observa gracias a un electrodo de registro en la via
aferente*®-%0. Cabe destacar que la inducciéon de la fase tardia de la LTP,

requiere registros de varias horas (aproximadamente de 2-4) posteriores a la
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induccion eléctrica®®#! lo que llevd a explorar otras formas de inducir el

fendmeno.

Inducciéon quimica de la LTP en rebanadas hipocampales

Bolshakov y col., en 1997, realizaron el analisis de la induccion de la LTP
mediante el sistema tradicional que involucra el electrodo de estimulacion y el
electrodo de registro y lo compararon con la inducciéon quimica mediante un
analogo permeable del AMPc, el 8-Br-AMPc (8-bromoadenosin-3’,5'-
monofosfato ciclico). Como se explic en el apartado anterior, la acumulacion
de AMPc en el interior de las espinas dendriticas debido a periodos de alta
actividad, juega un papel crucial en el establecimiento y mantenimiento tanto
de los cambios morfolégicos asociados a la actividad como del fenémeno de

la LTP a largo plazo.

En su andlisis observaron que la induccion quimica de la LTP mejora la
probabilidad de registrar un evento exitoso; es decir, después de inducir
guimicamente el fendmeno, la mayoria de las neuronas registradas estaban
potenciadas. Esto, lo atribuyeron a que tedricamente se esta potenciando a
todas las sinapsis, a diferencia de lo que sucede en cuando el fendmeno se
consigue eléctricamente: se potencia a la neurona estimulada y en su caso a
las que estén asociadas sinapticamente con esta. Con la estimulacion quimica
se reducen los tiempos de espera ya que se consigue de manera directa el

establecimiento de la fase tardia del LTP y de esta forma, se evita el paso por
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la fase temprana*'°L. El uso de analogos permeables del AMPc para estudios
de vias dependientes del AMPc esta ampliamente reportado14252-54, En este
trabajo, empleamos el 8-Br-AMPc, un analogo permeable que es resistente a
la accidn de las fosfodiesterasas, lo que le permite un tiempo mayor de accién

en el interior celular.

El papel de la proteina Arc en la remodelacion sinaptica

La corta temporalidad en que suceden los cambios a nivel metabdlico en las
neuronas durante la fase tardia del LTP ha hecho sospechar que los IEGs
juegan un papel central en la regulacion de la actividad sinaptica. El principal
candidato para explicar estos cambios asociados a la actividad durante la
etapa tardia del LTP, es una proteina producto de uno de estos genes de
expresion temprana descubierta en 1995 por dos laboratorios de forma
independiente: la proteina Arc y que es expresada por el gen Arg3.1 (del inglés

activity-regulated gene 3.1)55:56,

La principal caracteristica de esta proteina, es que el ARNm de Arc es inducido
Gnicamente por la actividad sinaptica, a diferencia de otros genes de expresion
temprana como Zif268 (del inglés zinc finger protein 225)%5-57. Ademas, Arc es
rapidamente transportado y acumulado en los sitios de alta actividad sinaptica
donde es traducido localmente®’®8, lo que le permite actuar de forma
especifica en sinapsis activas. Su descubrimiento a partir de experimentos que

involucran alta actividad neuronal, desperto el interés por asociarla a eventos
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plasticos que ademas son dependientes de sintesis proteica, como aquellos
desencadenados por el fendmeno de LTP en su fase tardia (I-LTP, del inglés
late-LTP)>°. Asi, en el afio 2000 Guzowski y col., por primera vez demostraron
experimentalmente que Arc juega un papel relevante en la regulacion de la
fase tardia de la LTP®8. Ellos observaron que si se inhibe la expresion de la
proteina Arc mediante oligonucledtidos antisentido, la LTP tardia se ve
afectada, mientras que no se inhibe la fase temprana de la LTP®, resaltando
asi, la posible relevancia de Arc en los procesos de memoria y aprendizaje a
largo plazo®1-62, A pesar de que la cascada de sefializacién que involucra la
transcripcion de Arc no esta bien definida, se ha propuesto que Arc se expresa
en el nudcleo celular rapidamente en respuesta a la actividad sinaptica
(dependiente de la activacion del receptor NMDA y de la cascada de
sefializacién de proteinas cinasas ERK)®3. Una vez transcrito el ARNm de Arc
este es exportado desde el nucleo al citoplasma y viaja como
ribonucleoproteina a las extremidades mas distales de las dendritas,
acumulandose cerca de las espinas dendriticas donde la sinapsis ha sido
activada. Esto es dependiente de la polimerizacion de actina y la sefializacion
através de NMDA y Rho cinasa®*. Asi mismo, se ha demostrado que Arc juega
un papel regulatorio en el trafico de los receptores AMPA via su interaccion
con dos proteinas de la maquinaria endocitica ya que juegan un papel
importante en la endocitosis sinaptica: dinamina y endofilina®®. También ha

sido implicada en la modulacién de la morfologia de la espina dendritica
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regulando el tamafio y tipo de espina®. Todas estas acciones intervienen en

la modulaciéon de la fuerza sinaptica®®.

Recientemente en el afio 2012, Okuno y col., han descrito elegantemente el
papel de Arc para silenciar ciertas sinapsis y mantener la homeostasis
sinaptica alternando los estados activo e inactivo de las espinas dendriticas
con la intensién de evitar una citotoxicidad por la acumulacién de Ca?* durante
la fase tardia del fenémeno de LTP (Figura 6)%’. Esto es, que el papel de la
plasticidad de las espinas dendriticas evita efectos citotéxicos en la neurona
al aislar los efectos de una elevada concentracion de Ca?* al interior celular y
al mismo tiempo producir un contraste entre las espinas recién activadas y
aguellas que ya han sido silenciadas debido a su historial de actividad previo;
de esta manera, se puede mantener una recepcion prolongada de la sefial sin

que se genere una respuesta nociva para la neurona.

La expresién de Arc es altamente regulada en muchos niveles, incluyendo
transcripcion, degradacion del ARNm, traduccién y degradacion de proteinas.
Esto sugiere que la ruptura de la expresion de Arc puede tener profundos
efectos en la plasticidad sinaptica. Su desregulacion al alzay a la baja ha sido
implicada en diversas enfermedades neurodegenerativas entre ellas, la

enfermedad de Alzheimer y el Sindrome de Angelman>°8,

El interés del presente trabajo consiste en investigar los cambios de expresion

de la proteina Arc durante la induccion de la fase tardia del LTP quimico con
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un analogo permeable del AMPc, el 8-Br-AMPc. Asi como los cambios
electrofisiolégicos de neuronas piramidales de la region CAl del hipocampo
durante la perfusion del 8-Br-AMPc y las modificaciones en la citoarquitectura

de las espinas dendriticas.

Activacién sinaptica
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Figura 6. La proteina Arc mantiene la homeostasis sindptica. Después de un periodo de alta
actividad como la fase tardia del LTP el nimero de receptores en la densidad postsindptica ha
aumentado, mientras que la proteina Arc se acumula en la base de la espina dendritica. Una
vez que la actividad disminuye, Arc y CaMKII-B interaccionan y favorecen la endocitosis de los
AMPAr conduciendo a una inactivacién de la espina dendritica. Esta inactivacién favorece que
se establezca un contraste entre las espinas activas y las inactivas al mismo tiempo que evita
un efecto citotdxico debido a la acumulacién de Ca?* permitiendo asi el establecimiento de la
LTP. Modificada de Okuno et al., 2012.
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ll. Hipotesis

La induccion quimica de la fase tardia de la potenciacion a largo plazo (LTP)
favorece la expresion de proteina Arc y modifica el nUmero y tipo de espinas

dendriticas en neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo de rata.

lll. Objetivos

Objetivo general

» Demostrar que la LTP quimica modifica la expresion de Arc en
neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo de rata.

Objetivos particulares

P Estudiar los efectos electrofisiolégicos de la incubacién con 8-Br-AMPc

en neuronas piramidales de CAL.

» Con inmunofluorescencia, determinar la presencia de Arc en neuronas
piramidales de CA1 en condiciones basales y después de la incubacion
con 8-Br-AMPc.

» Mediante electrotransferencia (Western blot), determinar los cambios
en la expresion de Arc en el hipocampo de la rata, en condiciones

control y posterior a la incubacién con 8-Br-AMPc.

» Evaluar con microscopia confocal las modificaciones en la
citoarquitectura de las espinas dendriticas en neuronas piramidales de
CA1l en condiciones basales y después de la incubacién con 8-Br-
AMPc.
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V. Materiales y métodos

Animales

Se emplearon ratas Wistar de 14 dias postnatales (Protocolo 0121-3) de la
UPEAL, CINVESTAV-IPN mantenidas a temperatura ambiente (22°C + 1°C) y
sometidas a un ciclo de luz-obscuridad de 12 horas. Los suministros de agua

y alimento fueron ad libitum.

Obtencion de rebanadas de cerebro

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion de acuerdo a los estandares
internacionales y al protocolo de ética y manejo de animales del CINVESTAV.
El cerebro extraido se reband mediante cortes coronales de 250 um de
espesor en un vibratomo (WPI, inc. Sarasota, Florida). Durante el
procedimiento se mantuvo inmerso el cerebro de la rata en una solucién que
contenia (en mM): 220 Sacarosa, 2.5 KCI, 1.25 NaH2PO4, 2 MgS0Oas-7H20, 25
NaHCOs, 10 dextrosa, 2.5 CaClz2-2H20 y equilibrada con 95% O2 'y 5% COz2
(pH 7.3-7.4) a -5 °C. Inmediato a la obtencidén, se colocaron las rebanadas en
una solucioén fisiolégica que contenia (en mM): 119 NacCl, 2.5 KClI, 2.5 CaClz,
1.0 MgSO0Oa4, 1.0 NaH2PO4, 26.2 NaHCOs, 10 glucosa, y equilibrada con 95%
O2y 5% CO2 (pH 7.3-7.4) para su estabilizacion, durante una hora a
temperatura ambiente hasta su uso para los diferentes protocolos

experimentales.
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Registros electrofisiolégicos

Para evaluar electrofisiolégicamente el efecto del 8-Br-AMPc en la actividad
eléctrica de las neuronas piramidales del stratum pyramidale de la region CAl
del hipocampo, después de adquirir los registros control, se perfundio la
rebanada con 8-Br-AMPc (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 100 uM en
solucion de registro que contenia (en mM): 119 NacCl, 2.5 KClI, 2.5 CaClz, 1.0
MgSO4, 1.0 NaH2PO4, 26.2 NaHCOs, 10 glucosa, y equilibrada con 95% O2y
5% CO2 (pH 7.3-7.4), durante 60 minutos y a temperatura ambiente. Se
adquirieron registros en condicién de fijacion de corriente cada 15 minutos con
la técnica de patch-clamp en la configuracién de célula completa. Para ello, se
emplearon pipetas de borosilicato (Sutter Instruments, Novato, CA) con
resistencias de entre 5y 10 MQ que fueron llenadas con solucién interna que
contenia (en mM): 130 gluconato de potasio, 5 NaCl, 1 MgClz, 10 HEPES, 0.02
EGTA. Los registros electrofisiologicos se realizaron con un amplificador
Axopatch 200B (Axon Instruments, Union City, CA) bajo control visual con un
microscopio de fluorescencia Leica DM6500 (Leica Microsystem, Germany) y
adquiridos en un ordenador mediante un convertidor analégico digital DigiData
1200 en el software AxoTape 2.0.2 (Axon Instruments). En todos los
experimentos, una vez establecida la configuracion, se compenso
electrénicamente la capacitancia y la resistencia en serie (80%). Las sefiales
se filtraron a 5 kHz con un filtro pasabajos tipo Bessel. Se inyectaron pulsos

de corriente a través de la unidad de aislamiento de un estimulador Grass S88,
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(Grass Instruments, Quincy, MA). Solamente se consideraron registros de
células que presentaban potenciales de membrana en reposo de -60 mV a -

55 mV.

Para identificar la morfologia neuronal y evaluar los cambios inducidos por el
8-Br-AMPc en las espinas dendriticas, las neuronas registradas se marcaron
con Amarillo lucifer (LY; Molecular Probes, Carlsbad, CA). Para este fin, las
pipetas de registro fueron llenadas con solucion interna mas el fluoréforo
disuelto al 2.5% en LIiCl (Sigma-Aldrich) y se permitio la libre difusién durante
el registro electrofisiologico, al finalizar éste, se retird la pipeta con mucho
cuidado y se perfundio la preparacion durante 15 minutos para asegurar un
buen llenado de las arborizaciones. Posteriormente, las rebanadas fueron
fijadas en paraformaldehido al 4% (PFA, 4%, pH 7.4) durante cuatro horas.
Posteriormente, se lavo el fijador con PBS con tres recambios sucesivos cada
10 minutos. Finalmente se colocaron las rebanadas en portaobjetos con
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) como medio de montaje

para la obtencién de imagenes de microscopia confocal.

Identificacion morfologica de las espinas dendriticas

Para la cuantificacién de las espinas dendriticas, se seleccion6 una dendrita
apical lo mas recta posible con longitud minima de 50 um. Las imagenes de la
dendrita seleccionada fueron tomadas con un objetivo de 63X/oil a una

longitud de onda de 490 nm. Los parametros de adquisicion fueron: pinhole de
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1, velocidad de 400 Hz con un promedio de 4 imagenes por captura. Para las
imagenes en 3D, se tomaron 12 planos en Z a intervalos de 0.5 um y se realiz6
una proyeccion en un solo plano (XY). Para el conteo de las espinas, se
adquirieron 6 imagenes por grupo (tratadas y no tratadas) en las dendritas de
la region apical a partir de la tercera ramificacion, entre 100 y 200 um a partir
del soma y de manera aleatoria. Para la cuantificacion, se utilizé el software
ImageJ (National Institutes of Health) mediante el pluggin neuronJ. Se dividié
alas espinas en 4 grupos: regordeta, filopodio, delgada y hongo?®. Las espinas
con una relacion entre el cuello y diametro de la cabeza mayor a 1, se
consideraron tipo hongo. Espinas con una relacion cabeza-cuello menor a 1,
se consideraron delgadas, mientras que aquellas con una longitud de cuello
mayor o igual a 3 um y sin distincion de cabeza, fueron consideradas filopodio.

El resto fue considerado regordeta.

Inmunofluorescencia de la proteina Arc

Para evaluar el efecto del 8-Br-AMPc en la expresion de la proteina Arc por
inmunofluorescencia, rebanadas hipocampales ya estabilizadas se incubaron
durante 30 y 60 minutos con el 8-Br-AMPc (100 uM) disuelto en solucién de
registro a temperatura ambiente. El grupo control no fue expuesto al 8-Br-
AMPc, pero se mantuvo en las mismas condiciones. Las rebanadas se fijaron
en PFA al 4% durante 24 horas a 4 °C. Luego, se lavo el fijador con PBS en

tres lavados sucesivos de 10 minutos cada uno. Después las rebanadas
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fueron colocadas en PBS con sacarosa 30% como crio-proteccion durante 24
horas. Posteriormente, fueron adelgazadas en un micrétomo de deslizamiento
(Leica SM2010R) a un espesor de 50 um y colocadas en portaobjetos tratados
con 3-aminopropiltrietoxisilano  (Sigma-Aldrich). Los portaobjetos se
prepararon previamente sumergidos en acetona durante dos minutos para su
limpieza. Luego se dejaron secar al aire y se sumergieron durante dos minutos
en solucién para silanizar que contiene (en ml): 98 de acetona y 2 de 3-
aminopropiltrietoxisilano. A continuacion, se lavaron dos veces durante dos

minutos en agua destilada.

La inmunofluorescencia se realiz6 de acuerdo al protocolo reportado por
Céardenas-Aguayo y col., (2013)%°. De forma breve, la permeabilizacién se
realizé incubando los cortes con 20 L de triton X-100 al 0.2% en PBS durante
30 min en agitacion. El bloqueo de las uniones inespecificas de los
anticuerpos, se llevo a cabo incubando los cortes con 20 uL de BSA 1% en
PBS-tritén 0.2% durante 40 min, seguido de la incubacién con los anticuerpos
primarios conejo policlonal anti Arg3.1 (Abcam, Cambridge, MA) 1:150 y raton
monoclonal anti B-1ll tubulina (Promega, Madison, WI) 1:400 en PBS-Triton
0.2%. Se almacen¢ todo en una camara humeda durante toda la noche a 4C°.
Al dia siguiente, se decant6 la mezcla de los anticuerpos y se lavaron los cortes
3 veces por 10 min cada una con 20 puL PBS-Triton 0.2% en agitacion. Para la
aplicacion de los anticuerpos secundarios, se incubaron los cortes con 20 L

de la mezcla de anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos de
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diferente rango de excitacién/emision, Alexa 594 anti conejo 1:500 y Alexa 488
anti raton 1:500 (Molecular Probes) en PBS-Triton 0.2% durante 1h en camara
hameda a temperatura ambiente protegidos de la luz. Se decantd la mezcla
de anticuerpos secundarios y se lavd con PBS-Triton 0.2% 3 veces por 10 min.
Se incubaron los cortes con Sudan Black (Sigma-Aldrich) 0.3% en etanol al
70%, para eliminar la autofluorescencia (en tejidos por el alto contenido en
lipidos) durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron
los cortes con 20 pL de etanol 70% durante 3 min. Se lavaron 3 veces los
cortes con 20 pL de PBS durante 5 min en agitacién. Finalmente, se incuban
los cortes con 20 uL de DAPI (4', 6-diamino-2-fenilindol; Sigma-Aldrich)
disuelto 10 pg/ml en PBS, para contratefir los nucleos de las células, durante
10 minutos a temperatura ambiente en agitacion. Después se lavaron los

cortes 2 veces con 20 uL de PBS en agitacion.

Analisis de Inmunofluorescencia para Arc

Para analizar la presencia de Arc en la capa piramidal del hipocampo, se utilizd
un microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica Microsystem) con un objetivo
de 40X. Una vez seleccionada la region de interés (stratum pyramidale) se
promediaron 8 barridos por captura (line average) y se adquirieron 3 imagenes
por grupo a una velocidad de 400 Hz y un tamafio de imagen de 1264 por 1264
pixeles. El Alexa 594 se observo a una longitud de onda de 552 nm y Alexa

488 a una longitud de onda de 488 nm; para la deteccion del DAPI, se empled
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la longitud de onda en UV de 358 nm. El andlisis se realizé mediante un conteo
de los pixeles en el stratum pyramidale con el software LAS AF (Leica

Microsystem).

Determinacion de Arc mediante la técnica de Western blot

Para determinar la presencia de Arc mediante Western blot, las rebanadas
fueron tratadas como se describe en la seccidén de inmunofluorescencia de la
proteina Arc. Al término de la incubacion, las rebanadas se colocaron sobre
un papel aluminio en hielo seco y se almacenaron a -70 °C para posteriormente
extraer la proteina total. De acuerdo al procedimiento descrito por Cardenas-
Aguayo y col., (2013)%°, las rebanadas congeladas fueron homogenizadas
mecénicamente en buffer de homogenizacion al 1% (RIPA, Sigma-Aldrich).
Luego, se cargaron 10 ug de proteina a partir del homogenizado en un gel de
poliacrilamida al 10% y se corrié por 2 horas a un voltaje constante (100 V). La
transferencia se realizd en una membrana de nitrocelulosa con un buffer de
transferencia que consistio de (en mM): 25 mM Tris, 192 mM Glicina y 20%
Metanol, pH 8.4. Se corri6 durante toda la noche a una corriente constante de
100 mA. Después de la transferencia se dej6 secar la membrana a
temperatura ambiente y se marco6 con un lapiz la informacion correspondiente
a la membrana. Para analizar la integridad de las muestras, se tifié con una

solucion de rojo de Ponceau (Sigma-Aldrich) por un minuto. Posteriormente se
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lavd la membrana con agua Milli-Q® (Millipore, Billerica, MA) hasta que las

bandas fueron visibles sin mucho fondo.

Para agregar los anticuerpos, se bloque6 durante 90 minutos a temperatura
ambiente en agitacion con leche (Biorad, Hercules, CA) al 5% en TBST. Al
finalizar este tiempo, se adicion6 el anticuerpo primario conejo anti Arg3.1
(Abcam, Cambridge, MA), preparado en TBST con azida de sodio 0.02% y
leche al 5% en una dilucién 1:2000. Se dejo toda la noche a 4 °C en agitacion.
Al dia siguiente, se recupero el anticuerpo y se lavé la membrana con TBST
tres veces durante 10 minutos y se afiadio el anticuerpo secundario cabra anti-
conejo conjugado en una dilucién 1:5000. Se incub6 durante 60 minutos a
temperatura ambiente y se lavé con TBST tres veces durante 10 minutos cada
vez. Para evidenciar las marcas fluorescentes, se tratdé la membrana con el
método de incremento de luminiscencia o ECL (del inglés Enhanced
Chemiluminescence) (Millipore) durante 30 segundos y revelada en el lector
de placas ChemiDoc™ MP Imaging System (Biorad) para obtener una imagen
digital. La imagen digitalizada se analiz6 para densitometria mediante el

software Image Lab (Biorad).
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Analisis estadistico

Para analizar los resultados estadisticamente, se utilizé el software GraphPad
Prism version 5.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). El
andlisis de los cambios morfolégicos de las espinas dendriticas se realizé
mediante una ANOVA de dos vias seguido de una prueba post hoc de
Bonferroni (p< 0.05). Para analizar la expresion de la proteina Arc en el WB y
la IF, se empleé una ANOVA de una via seguido de un andlisis post hoc de

comparacion multiple de Dunnett (p<0.05).

36



V. Resultados

Efecto del 8-Br-AMPc en la actividad eléctrica de las neuronas
piramidales del stratum pyramidale de la region CA1 del hipocampo

Con ayuda del Atlas Paxinos’® se identificé la region de interés, de tal manera
que se facilitara el marcaje celular. La Figura 7, muestra en panel A, la
localizacion del stratum pyramidale en la region CA1 del hipocampo en una
rebanada de cerebro de rata marcada con violeta de cresilo a partir de un corte
coronal de 250 um. En B, se muestra una imagen tomada con el microscopio
utilizado para los registros electrofisiolégicos, con un objetivo de 20X. En esta
regibn se localizan los cuerpos celulares que fueron registrados
electrofisiolégicamente y tefiidos intracelularmente con LY. Siempre se
procuro registrar de neuronas cuyo soma se estuviera localizado a 50 um de
profundidad, tratando de asegurar que sus arborizaciones dendriticas se
mantuvieren lo mas integras posible. Una vez que se localizé a la neurona de
interés, bajo observacién microscépica, se bajé una micropipeta de registro
con presion positiva, para remover mecanicamente los detritos celulares de la
superficie de la rebanada y la punta de posicion6 suavemente sobre el cuerpo
celular, al quitar la presion positiva se formé un sello de baja resistencia y
aplicando ahora una leve presién negativa a la pipeta se formé un sello de alta
resistencia (del orden de los gigaohmios), aplicando a continuacion un pulso

breve de presidbn negativa, se perfor6 la membrana, estableciendo la
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configuracion de célula completa. En estas condiciones y en el modo de
fijacion de corriente se registré el potencial de membrana en reposo de 6

células obteniendo un valor promedio de -60 + 3 mV.

Figura 7. Localizacion e identificacion de las neuronas del stratum pyramidale. En A, se muestra
una imagen proveniente del Atlas de Paxinos donde se ilustra un corte coronal del cerebro de
rata. Se aprecia en tono mas obscuro en la zona hipocampal, los somas correspondientes a las
neuronas de la region CAl. En B, se muestra una imagen obtenida por el autor en un
microscopio Leica DM6500 (Leica microsystem) donde se aprecian los somas de las neuronas
piramidales en empalizada.

La Figura 8D muestra un registro representativo de potenciales de accion
espontaneos registrados durante el marcaje con LY. La actividad eléctrica
observada es caracteristica de las neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo %72, Como puede verse en las fotografias (Fig. 8A-D), después de
15 minutos de mantener la configuracion de célula completa, el cuerpo

neuronal y las dendritas proximales contienen el fluoréforo LY. A continuacion,
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la pipeta fue retirada cuidadosamente y se permitio la libre difusion del LY
durante 10 minutos manteniendo la perfusion de la camara de registro con
solucion fisiolégica. Al finalizar el tiempo de incubacion, se retiré la rebanada
y se coloco en PFA 4% durante 4 horas para fijarla y posteriormente se lavo
con PBS con tres lavados sucesivos de 10 minutos cada uno, para después

ser almacenada hasta el analisis de la imagen.

T=0 min T=5 min
D)

10 mv/|

Potenciales de accion T=15 min

Figura 8. Imagen representativa del procedimiento marcaje de una neurona principal del
stratum pyramidale con LY. En A-E se muestra el proceso de llenado durante 15 minutos. Se
aprecia la pipeta con la que fueron llenadas. En D se presentan los potenciales de accion
registrados durante la evaluacion electrofisioldgica. La linea punteada representa 0 mV.
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Registramos la actividad eléctrica evocada por inyeccion de corriente en tres
células que tenian potenciales de membrana en reposo de -55 mV, realizando
curvas corriente/voltaje con la finalidad de establecer que en 60 minutos no
hubiera cambios importantes ni en el potencial de membrana ni en la
resistencia de entrada. Este protocolo ademas de indicarnos el buen estado
de las neuronas, nos sirvid6 como control para comparar con las células de
rebanadas perfundidas con el 8-Br-AMPc también durante 60 minutos. La
Figura 9 muestra trazos representativos de una célula control durante la
inyeccion de corriente hiperpolarizante y despolarizante. Notese que el
potencial de membrana en reposo no cambio, que las deflexiones
hiperpolarizantes son similares y el nimero de potenciales de evocados por la
despolarizacién fue el mismo.

5 min 15 min 60 min
mV

100 +

-120 T . : T . r T
C 500 1000 500 1000 500 1000
Time (ms)

Figura 9. Propiedades electrofisioldgicas de las neuronas piramidales de la region CA1 del
hipocampo. La inyeccién de corriente despolarizante a partir del potencial de membrana en
reposo evoca disparo repetitivo de potenciales de accidén cuya frecuencia aumenta a medida
gue aumenta la despolarizacién. La inyeccién de corriente hiperpolarizante activa la corriente
Ih mediada por canales HCN1 (potassium/sodium hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated channel 1). El inserto muestra el protocolo de pulsos de -90 pA a 90 pA.
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La resistencia de entrada se calculdé de la region lineal de las curvas |-V
determinadas al final de los trazos de voltaje. La Figura 10 muestra que la
resistencia de entrada no se modificé en 60 minutos de registro, y la perfusion

de la rebanada con 8-Br-AMPc no modific6 de manera significativa dicho

parametro.
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Figura 10. Curvas corriente-voltaje de neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo.
Los simbolos abiertos corresponden a los valores promedio de 5 células control, las curvas |-V
se obtuvieron a los tiempos sefalados y se ajustaron a rectas que tienen una pendiente comun
de 0.48 £ 0.04 que corresponde a una resistencia de entrada de 266 + 10 MQ (ajustes en
negro). La curva en rojo corresponde al promedio de 4 células que fueron perfundidas con el
8-Br-AMPc y cuyos registros se obtuvieron a los 60 minutos de exposicion.
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La Figura 11 muestra registros representativos de una neurona expuesta
durante 60 minutos al 8-Br-AMPc, y como puede notarse no hay cambios

significativos con respecto a los registros control (ver Fig. 9).

5 min control 60 min con 8-Br-AMPc 100 pm

Vm (mV)

T ¥ A T
o 500 1000 500 1000
Time (ms)

Figura 11. El 8-Br-AMPc no afecta las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas
piramidales de la regién CA1 del hipocampo después de 60 minutos de perfusion.

Efecto de la incubacion con 8-Br-AMPc en la morfologia de las
espinas dendriticas de neuronas piramidales del hipocampo de rata

Tomando en cuenta reportes previos cuyos resultados indican que durante en
el establecimiento de la LTP tardia suceden cambios morfologicos en las
espinas dendriticas®® y que en este fendmeno la acumulacién de AMPc juega
un papel central’®, se esperaba que la presencia del 8-Br-AMPc produjera un

efecto en la morfologia de las espinas. Para la evaluacion de dichos cambios
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morfolégicos se analizaron las dendritas de las neuronas piramidales
marcadas con LY mediante microscopia confocal. En la Figura 12, se muestran
imagenes representativas de dos dendritas distales provenientes de neuronas
piramidales, sin el tratamiento y después de 60 minutos de incubacion con el
8-Br-AMPc. A patrtir de las imagenes obtenidas para cada neurona marcada,
se realiz6 una cuantificacion de las espinas dendriticas con el programa semi-
automatizado de imageJ y con ayuda del plug-In NeuroJ. Se realiz6é un analisis
en el que se cuantificaron seis neuronas control y seis tratadas de acuerdo a

los pardmetros establecidos en la seccion de Materiales y Métodos.

Control 8-Br-AMPc

Figura 12. Imdgenes de microscopia confocal de dendritas de neuronas de la region CA1 del
hipocampo inyectadas con LY. La incubacion con 8-Br-AMPc durante 60 minutos modifica el
numero de espinas delgadas (sefialadas con puntas de flecha). La barra de calibracién
corresponde a 5 um.
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La cuantificaciéon de espinas dendriticas se muestra en la Tabla | y el anélisis

estadistico en la Figura 13. El numero de espinas tipo delgada incremento

después de la incubacion con el 8-Br-AMPc (**p<0.01). No hubo cambio

significativo en el numero de espinas dendriticas tipo hongo, filopodio ni

regordetas a pesar de que se observa una marcada tendencia de disminucién

para las de tipo hongo y regordetas y una tendencia de incremento en las de

tipo filopodio.

Control

No. Dendrita 1 2 3 4 5 6
Hongo 10 12 9 10 8 13
Regordetas 6 9 7 5 6 9
Delgadas 8 11 12 9 8 7
Filopodio 3 5 4 5 4 3
Hongo 9 10 9 10 8 11
Regordetas 6 7 6 4 6 9
Delgadas 8 13 15 11 12 12
Filopodio 3 7 4 4 8 8

Tabla I. NUmero de espinas dendriticas por dendrita en neuronas piramidales en
condiciones control y tratadas con 8-Br-AMPc
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Figura 13. Cuantificacion del tipo de espinas dendriticas en rebanadas hipocampales
incubadas con 8-Br-AMPc. Solo se detectaron cambios significativos en las espinas tipo

delgadas (** p<0.01) de acuerdo a la prueba de ANOVA de dos vias y un analisis post
hoc de Bonferroni.

Efecto de la incubaciéon con 8-Br-AMPc en la expresion de Arc en
el hipocampo

La fase tardia de la LTP es dependiente de la sintesis de proteinas y esto a su
vez, depende de la acumulacion del AMPc al interior celular que funciona como
activador de las cascadas de sefializacion para la sintesis de proteinas. Al ser
producto de un IEGs, la proteina Arc tiene una expresion rapida en las
primeras fases durante el LTP y modula entonces el establecimiento del LTP

en su fase tardia’. Para saber si el 8-Br-AMPc tenia un efecto sobre la
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cantidad de la proteina Arc, se realiz6 un WB a partir de un lisado de
rebanadas hipocampo de rata de 14 dias post-natales de un espesor de 250
um, en condiciones control, o bien, tratadas con 8-Br-AMPc durante 30 y 60
minutos (Figura 14). La presencia de Arc fue observada como una banda
simple con un peso molecular de 55 kDa mientras que el GAPDH (del inglés

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) se localiz6 a 37 kDa.

Citl 8-Br 30 min 8-Br 60 min
kDa 1 2 3 4 5 6
50 | E— . G — S— — | ArC
37 — | E—" E—— ENEES WS WS ey | GAPDH

Figura 14. El 8-Br-AMPc modifica la expresion de la proteina Arc en hipocampo de rata. En
el carril superior, se muestra el resultado para el Western blot contra la proteina Arc cuyo
peso molecular es de 55 KDa. En el carril inferior, se observan las bandas correspondientes
para cada condicién del GAPDH como control de carga.

El andlisis densitométrico de resultados del WB se muestran en la Figura 15.
A partir de las bandas obtenidas, se realiz6 una evaluacion de la intensidad de
pixeles tomando como control el GAPDH para normalizar los valores obtenidos
para cada condicién. Se muestra el promedio de tres experimentos, cada uno
por duplicado en cada experimento. Como puede notarse, la expresion de la

proteina se ve modificada desde los 30 minutos de exposicion como un
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incremento significativo respecto al control (** p<0.01). La incubacién durante
60 minutos, se mantiene significativamente mayor con respecto al control, pero
en menor medida que a los 30 minutos de incubacion (* p<0.05). No se

observo diferencia significativa entre los 30 y 60 minutos de incubacion.

*
L ] l*l*l I :
0.101 . - -
. ——
. 0.084 -
)
<
= 0.064
[a)
a.
<
Y 0.04-4
o
<
0.024
0.00- T
Control 30 minutos 60 minutos

Figura 15. Densitometria del efecto del 8-Br-AMPc en la expresion de la proteina Arc. Las
bandas resultantes en el WB, se analizaron por intensidad de pixeles. Se observa diferencia
significativa para ambos tratamientos respecto al control; sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre el tratamiento de 30 minutos respecto al de 60 minutos. De
acuerdo al analisis post hoc de comparacidon multiple de Dunnett, la significancia estadistica
fue ** p<0.01y * p<0.05 en una ANOVA de una via.

Una vez observado el efecto del 8-Br-AMPc en la expresion de la proteina en
rebanadas hipocampales de rata, el siguiente objetivo fue determinar la
localizacion de la proteina en neuronas principales durante la incubacién con
8-Br-AMPc. Para esto se realizo la técnica de inmunofluorescencia contra la

proteina Arc usando el mismo anticuerpo contra Arg3.1 empleado en los
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experimentos de WB. Se utilizé un marcador contra la B-IIl tubulina, para poder
identificar la estructura de las neuronas. En la Figura 16, se muestra una
imagen representativa para cada uno de los tiempos de incubacion con 8-Br-
AMPc (30 y 60 minutos). En el canal azul, se muestra la tincion con DAPI para
los nucleos; en el verde, la tincidon con Alexa 488 para la -1l tubulina 'y en el
rojo, la tinciobn con Alexa 592 para Arc. En la columna final se muestra el
empalme de los canales. Como se puede observar, la presencia de proteina
Arc es mayor a los 60 minutos de incubacion con 8-Br-AMPc principalmente
en la region somatica. No se detectdé Arc en las regiones dendriticas del

hipocampo.

48



DAPI Bl Tubulina Empalme

N . . . .

o . . .
o . . . :

Figura 16. La incubacion con 8-Br-AMPc modifica la expresion de Arc a nivel somdtico. Imagen
representativa de los resultados obtenidos en la inmunofluorescencia donde se aprecia (de
izquierda a derecha) el DAPI, la B—Ill tubulina, Arcy el empalme de los tres canales a diferentes
tiempos de incubacion, desde control hasta 60 minutos. Imagen tomada a 40X con un zoom
digital de 2X. La barra de escala en amarillo, representa 10 um.

Los analisis cuantitativos muestran una diferencia significativa a los 30 y 60
minutos de incubacion con 8-Br-AMPc con respecto al control (30 minutos,
p<0.001; 60 minutos, p<0.01) en el stratum pyramidale (regibn somatica)
manteniéndose los niveles de Arc elevados durante la incubacion, no

mostrando diferencias entre los 30 y 60 minutos (Figura 17).
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Figura 17. Efecto del 8-Br-AMPc en la expresion de la proteina Arc en la region somadtica. La
incubacién con 8-Br-AMPc incrementa la expresion de la proteina Arc significativamente a
los 30 minutos (*** p<0.001) y este efecto se mantiene a los 60 minutos (** p<0.01). Se
realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de una prueba post hoc de
comparacion multiple de Dunnett.
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VI. Discusion

Efecto del 8-Br-AMPc en la actividad eléctrica de neuronas
piramidales de hipocampo de rata

En condiciones de estimulacién neuronal la CaMKII juega un papel importante
en el establecimiento de la fase tardia de la LTP y los procesos de memoria a
largo plazo. Se sabe que las vias de sefializacion que incrementan la actividad
de la CaMKII pueden ser estimuladas a través del uso de analogos permeables
del AMPc como el 8-Br-AMPc’>7®, Dadas las modificaciones en la estructura
del farmaco, éste es capaz de activar las vias de sefializacién dependientes
del AMPc, sin sufrir el efecto de las fosfodiesterasas, lo que le permite una
accion prolongada que contribuye al establecimiento de la fase tardia de la
LTP de manera casi inmediata*’®3, Se ha demostrado que la induccién
guimica de la fase tardia de la LTP mediante el uso de analogos del AMPc se
logra en menos tiempo (15 minutos) y con una mayor eficiencia en
comparacion con la estimulacién eléctrica (2 horas) en ratas adultas®-77.78 , Sin
embargo, en etapas tempranas del desarrollo (primeras dos semanas
postnatales) la expresion de CaMKII es baja e incrementa a partir de la tercera
y cuarta semana’® (Figura 18), lo que podria ayudar a explicar por qué no se
lograron observar cambios en la actividad eléctrica asociados a la activacion
de la CaMKIl (como los EPSPs cuyo incremento es indicador del

establecimiento de la LTP) mediante la incubacion con el 8-Br-AMPc en
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rebanadas hipocampales de rata PN14. Asi mismo, se sabe que la
calcineurina tiene una gran afinidad por la Ca2+/calmodulina y su expresion
empieza hasta etapas tardias del desarrollo: es baja en las dos primeras
semanas postnatales y gradualmente va incrementandose hasta la cuarta
semana (Figura 18).

Por otro lado, en el afio 2000 Brown y col., demostraron que el LTP es
dependiente de las vias de sefalizacion activadas por AMPc mediante el uso
del 8-Br-AMPc y una estimulacion eléctrica de manera concomitante, esto,
posiblemente debido a la activacion de vias paralelas que convergen en el
incremento de AMPc y las vias de sefializacion rio abajo®3. En su trabajo ponen
de manifiesto que la sola activacion de la CaMKIl por el 8-Br-AMPc no es
suficiente para la generacion de la LTP y se requiere de un incremento en el
inhibidor de las fosfatasas 1 (PP1). Se sabe que las fosfatasas PP1y PP2A se
encuentran en su maximo nivel de expresion desde el nacimiento y disminuye
después dos semanas®®8:,

En otros trabajos se ha reportado que los protocolos para inducir LTP en tejido
de animales recién nacidos, son menos eficientes y las neuronas muestran
umbrales mayores para generar LTP#. La dosis de 8-Br-AMPc usada en este
trabajo, se basé en los reportes de Bolshakov, quien empleando animales
adultos logra establecer un LTP continuo a tiempos cortos con un analogo
permeable del AMPc* . Por lo que se sugiere que, para futuras
investigaciones, usando el mismo protocolo experimental, se incremente la

concentracion del 8-Br-AMPc’S,
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Por otra parte, a pesar de que el efecto en la actividad eléctrica no fue el
esperado, la incubacion con el 8-Br-AMPc mostré un ligero efecto en las
propiedades electrofisioldgicas al observarse una modificacion en el potencial
de membrana a valores hiperpolarizantes, sugiriendo una influencia en la
corriente generada por canales activados por hiperpolarizacion operados por

nucledtidos ciclicos.
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Figura 18. Curso temporal de diversos componentes sindpticos durante el desarrollo.
En A), se muestra el curso temporal del desarrollo de las sinapsis. En B-E) se muestran
los cambios moleculares que suceden durante el desarrollo de las sinapsis en el
hipocampo comparados con las conductas mostradas en el panel F), note que las
fosfatasas PP1 y PP2A estan en su maxima expresion justo a los 14 dias, mientras que
la CaMKII tiene una baja expresion. Las curvas en A-E estan expresadas en porcentajes
de maxima densidad o como un nivel de expresién. Tomado de Lohmann and Kessels,
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Al hacer un analisis estadistico de los valores al pico de los potenciales
hiperpolarizantes, no se encontraron diferencias significativas entre el
fendbmeno observado durante la incubacion y el control. Sin embargo, la
tendencia observada coincide con reportes para los canales HCN de la familia
1 (HCN1) lo que pudiera explicar el comportamiento de la corriente
observada®®84, Dichos canales permiten entrada de iones Ca’" lo que
favoreceria llevar al potencial a valores despolarizantes®. Como se muestra
en la Figura 10, se observa un desplazamiento de la pendiente a la izquierda
durante la incubacion con el 8-Br-AMPc que no es debida a un efecto de la
temporalidad del registro. La apertura de los HCN1 podria estar asociada
entonces, al efecto observado en la disminucion de la resistencia de entrada
durante la incubacion, indicando que, pese a la falta de significancia
estadistica, el 8-Br-AMPc podria estar ejerciendo un efecto en las vias de
sefalizacion rio abajo dependientes al AMPc. Sin embargo, un incremento en

el niumero de muestras podria permitir explorar mejor el fenémeno.

Efecto de la incubacion con 8-Br-AMPc en la morfologia de las
espinas dendriticas

Estudios sobre los cambios en la morfologia de las espinas dendriticas han
descrito la transicién en las sinapsis de tallo, para formar espinas regordetas
que se transforman en espinas delgadas y finalmente, segun el

establecimiento de la sinapsis, la formacién de una espina tipo hongo??. Las

55



espinas filopodio se han descrito como espinas de localizacién y no parecen
ser precursoras; sin embargo, todas las etapas previas a las espinas tipo
hongo y delgadas incluyendo las filopodio, son alun tema de discusion ya que
su funcién no esta del todo determinada?®.86:87,

Se sabe que las espinas tipo hongo son las que estan mas relacionadas con
el establecimiento de la fase tardia de la LTP&88, Como se discute en el punto
anterior, la incubacién con 8-Br-AMPc no generé una despolarizacién ni facilito
la generacion de laLTP. Por lo tanto, era poco esperado encontrar algun efecto
sobre el tipo de espinas tipo hongo, asociadas a esta potenciacion. A pesar de
que el 8-Br-AMPc no mostr6 un efecto significativo en la actividad
electrofisiolégica, si se observd un efecto en la morfologia de las espinas
dendriticas de las neuronas registradas como un incremento en el numero de
espinas delgadas. Este tipo de espina dendritica se ha propuesto como una
forma previa a las espinas tipo hongo y se encuentra con una gran abundancia
en el hipocampo de roedores en etapas juvenilest.77:89, Al mismo tiempo, son
los elementos morfolégicos con mayor plasticidad’*°° lo que supone una
mayor tasa de cambio ante estimulos externos. Esto es, la adicion de un
anélogo permeable del AMPc si logré modificar la estructura de las dendritas,
incrementando conexiones sinapticas de corta duracion, mas no asi, la
formacion de conexiones permanentes y relacionadas con la instauracion de
la LTP.

Existen reportes donde se indica que las espinas dendriticas pudieran

funcionar como compartimentos quimicos y eléctricos, de modo que
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mantienen aislada su actividad del resto de la dendrita y del cuerpo celular®'-
93 protegiendo a la neurona de los efectos téxicos por acumulacion de Ca?*y
otros metabolitos derivados de altos periodos de actividad. Ademas, Matsuzaki
y col., (2001) reportan que la morfologia de las espinas obedece a la
distribucion de los receptores AMPA en la densidad postsinaptica y son las
espinas tipo hongo las que mayor distribucion de estos receptores poseen,
mientras que las de tipo delgada las que menos receptores AMPA presentan,
lo que interviene en el desarrollo de su morfologia. Como se describio
anteriormente, los receptores AMPA estan involucrados en las primeras fases
de la generacién de un potencial de accion, y en el silenciamiento de las
sinapsis existentes, principalmente, mediado por la proteina Arc. Los grupos
de investigadores liderados por Okuno y Korb®”:94 proponen que la dinamica
en los cambios morfolégicos de las espinas dendriticas, dependen de la
presencia de Arc para lograr un mantenimiento de la homeostasis sinaptica
funcionando como un modulador entre el estado activo e inactivo de las
espinas dendriticas y evitar asi los efectos citotoxicos de las elevadas

concentraciones de Ca?* generado durante la actividad sinaptica.

Efecto de la incubacion con 8-Br-AMPc en la expresion de Arc en
el hipocampo

De acuerdo a reportes previos, la proteina Arc estaria jugando un papel

importante en la plasticidad de las espinas dendriticas®%636467 ya que se ha
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visto relacionada con la actividad de las cinasas (ej. la CaMKII) y de la entrada
de Ca?* y acumulacién de AMPc#6:9.% A pesar de la baja presencia de la
CaMKIl en etapas tempranas del desarrollo, la activacion de las vias
dependientes del AMPc, sobre todo la activacion de receptores y canales de
membrana que permiten el paso y acumulacién de Ca?* intracelular, como los
NMDA, AMPA y HCN1, se ha visto relacionada con activacion de las vias de
sefalizacion que permiten la expresion de la proteina Arc en neuronas de
piramidales del hipocampo. Este incremento en la expresion de Arc se ha
relacionado con los cambios a nivel morfoldgico en las espinas dendriticas.
Habiendo encontrado que el 8-Br-AMPc ejerce un efecto en la formacion de
espinas tipo delgadas en las rebanadas de hipocampo de rata de 14 dias de
edad, se trat6é de dilucidar el papel que la proteina Arc pudo haber jugado en
estas modificaciones.

Mediante la técnica de WB observamos que tras la incubacién con 8-Br-AMPc
existe un incremento de la proteina Arc en homogenizados de hipocampo
incluso 30 minutos postincubacién. En la Figura 15 el analisis densitométrico
realizado al WB mostro6 la influencia que tiene el 8-Br-AMPc en la expresion
de la proteina como un incremento sostenido a lo largo de la incubacién ya
gue no se observo una diferencia significativa entre los 30 y 60 minutos, lo cual
sugiere un incremento sostenido.

Arc es una proteina producto de un IEGs, es decir, su expresion es inmediata
ante un estimulacién neuronal®>%8. Evidencia mostrada en experimentos que

emplean Oligodeoxinucleotidos (ODNS) e inhibidores de la sintesis proteica y
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mas recientemente, con modelos knockout para la proteina (Arc’),
demuestran que la presencia de esta proteina es importante para la induccion
de los cambios morfologicos en las espinas dendriticas asociados a la
memoria y aprendizaje, asi como a los fendmenos de LTP, particularmente de
su fase tardia®°’-%°, Como se ha discutido anteriormente, bajo nuestro
protocolo no logramos observar la induccion de LTP, ni cambios en espinas
tipo hongo, mayormente asociadas a procesos de memoria y aprendizaje. Por
lo tanto, los niveles de Arc detectados a los 30 y 60 min postincubacién, nos
indican que el 8-Br-AMPc si esta ejerciendo un efecto en las vias de
sefalizacion involucradas en la formacion y modificacion de las espinas
dendriticas, restringiéndose a las espinas delgadas. Waltereit y col., (2001)
demostraron que la expresion del gen Arc/Argl.3 es estimulada por la adicién
de AMPc y calcio en cultivos primarios de células hipocampales!®, lo cual
apoya los resultados del presente trabajo, pues en ausencia de LTP o
potenciacion, la incubacion con el 8-Br-AMPc si logré aumentar la cantidad de
la proteina Arc, involucrada en la maquinaria post-sinptica y la formacién o
remocion de espinas dendriticas.

Mas aun, se ha podido demostrar que la activacién de fosfatidil-inositol-3
quinasa (PI3K) in vivo o en cultivos hipocampales de rata permite la formacion
de nuevas espinas de cabeza pequefia (tipo espinas delgadas), aunado a un
incremento de Arc, independientemente de la actividad neuronal'®t. Mas aln,
la sobre-expresion de Arc en cultivos hipocampales también aumenta la

cantidad de espinas tipo delgadas®*. Estos reportes apoyan, por tanto, los

59



resultados del presente trabajo, donde la incubacién con el 8-Br-AMPc
ocasiona un cambio en la morfologia de las espinas dendritas, por espinas de
cabeza mas pequefia o tipo delgadas, aunado a un incremento en Arc.
Adicional a la cuantificacion de la proteina total del hipocampo, se realizé una
inmunofluorescencia contra Arc, para poder regionalizar anatbmicamente este
incremento causado por la incubacién con el 8-Br-AMPc.

En rebanadas adelgazadas que fueron incubadas con el analogo del AMPc
pudimos detectar la presencia de Arc aun a nivel basal (controles), pero esta
se vio aumentada a los 30 min y a los 60 min postincubacién con el 8-Br-AMPc,
exclusivamente en la region somatica de las neuronas piramidales. No se
observo la presencia de Arc en las regiones dendriticas del hipocampo bajo
ninguna condicién experimental.

Como se muestra en la Figura 16, la distribucion de Arc es puramente
somatica. Al respecto, un trabajo reciente hecho por Bloomer y col., (2007) en
cuyos resultados describen la existencia de una interaccion sinérgica entre Arc
y los PML-b (del inglés Promyelocytic leukemia bodies) a través de la variante
por splicing BSpIVZ5 de la espectrina BIVi®?. Una pequefia regién de Arc
contiene un dominio de interaccion con la espectrina que parece funcionar
como un sitio de regulacién transcripcional para los PML-b, incrementandolos.
Los PML-b son producto de un gen supresor de tumores vistos como un
puntilleo intercalado en la cromatina y cuya expresion es altamente regulada

durante el desarrollo celularl®s3,
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Recientemente se han detectado los PML-b en las neuronas en desarrollo a
partir del dia 15 post natal como reguladores de transcripcion, inductores de
apoptosis e inhibidores de proliferaciont®3194, Por otro lado, se ha visto que
junto con Arc, los PML-b funcionan como un regulador de la transcripcion de
la subunidad GIuA1 en neuronas de ratas adultas®. La subunidad GluA1l juega
un papel importante en la excitabilidad neuronal'®

Asi mismo, un hallazgo reciente sugiere que la presencia de Arc en el nucleo
es indispensable para interaccionar con una subunidad del complejo regulador
de la cromatina que funciona como acetiltransferasa de la histona, llamada
Tip60. Este complejo ha sido reportado a su vez, como sustrato crucial del
inductor de memoria dependiente de la edad llamado H4K12 1%, De esta
manera Arc estaria funcionando también desde el nacleo como un regulador
de la plasticidad sin4ptica y posiblemente con ello mantienen la homeostasis
singptica. Mas aun, incrementos transitorios de Arc han sido relacionados con
la estabilizacion y expansion de la F-actina en las espinas dendriticas,
condicién fundamental para el engrosamiento morfolégico de las sinapsis y el
establecimiento del LTP®. Por lo tanto, los resultados aqui mostrados,
sugieren que la expresion y traduccion de la proteina Arc puede ser estimulada
directamente por el 8-Br-AMPc aun sin la generacion de LTP, pero esta parece
corresponder a una etapa temprana de activacion neuronal donde la expresion
de la proteina se incrementa solamente en el soma de las neuronas, y no se
ve cambio en la cantidad de espinas tipo hongo silenciadas, espinas

principalmente relacionadas con la presencia de Arcl%’.
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Pero ¢ Como podria el 8-Br-AMPc tener unefecto sobre la expresion de Arcy |
amodificacion de espinas dendriticas? Esto es dado que incrementos en la
concentracion de AMPc pueden activar la expresion de genes cuyo promotor
contenga una o varias secuencias de CREs (del inglés cAMP response
elements)'%8, La proteina CREB actlla como factor de transcripcién al unirse a
ciertas secuencias CREs. Trabajos recientes han identificado elementos de
respuesta en el promotor del Arc subyacentes a su regulacién transcripcional
dependiente de la actividad!®®. Se identificaron dos elementos de respuesta
de suero (SRE) en aproximadamente ~ 0,9 kb y ~ 1,5 kb rio arriba del sitio de
iniciacién de la transcripcion (siendo estos elementos prescindibles para la
activacion transcripcional por el calcio y el AMPc, cercanos a CREB). El
promotor de Arc también lleva a cabo una actividad de sensor Unico llamado
el elemento de respuesta sensible a la actividad sinaptica (SARE), que se
encuentra ~ 7 kb rio arriba del sitio de iniciacion de la transcripcién para Arc'%,
Experimentos previos han demostrado que la activacion de CREB incrementa
los niveles de Arc y mejora los procesos de memoria en ratones transgénicos
para la enfermedad de Alzheimer!® y en la reconsolidaciéon contextual en
ratones tratados con morfinal®1!, Lo que pudiera sugerir que la aplicacion
directa del 8-Br-AMPc pudo estimular CREB e incrementar la expresion de Arc,
y esta a su vez, incrementar la formacion de espinas dendriticas tipo delgadas,
de manera independiente a la actividad neuronal.

En el presente proyecto no se midio la presencia de CREB, PKA o CAMKII en

las neuronas estimuladas, lo cual pudiera esclarecer el mecanismo por el cual
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el 8-Br-AMPc logra incrementar a Arc en el soma de neuronas piramidales en

esta etapa temprana del desarrollo sin generar una potenciacion o un LTP.

VIl. Conclusiones

» Laincubacion con el 8-Br-AMPc en rebanadas hipocampales de rata de
14 dias post-natales generé cambios morfologicos al incrementar el
namero de espinas tipo delgadas y aumentar la presencia de la proteina
Arc.

P La expresion de la proteina Arc inducida por el 8-Br-AMPc en ratas de
14 dias postnatales es sostenida y principalmente somatica.

» La presencia de Arc en el soma y la regién perinuclear sugiere un
posible papel en la regulacion de factores transcripcionales y la
homeostasis sinaptica.

P Este es el primer trabajo donde se reporta la expresion somatica de Arc
enddgena inducida quimicamente en una etapa de desarrollo neuronal

temprana, 14 dias postnatales.
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VIIIl. Perspectivas

P Se propone utilizar el mismo protocolo experimental incrementando la
concentracion del 8-Br-AMPc para poder observar modificaciones en
las propiedades eléctricas de neuronas piramidales de CAL.

» Se requiere estudiar el efecto del 8-Br-cAMP en rebanadas de rata
adulta, para poder dilucidar si los resultados aqui mostrados dependen
de una falta de maquinaria sinaptica o bien, de otros mecanismos
asociados a la excitabilidad neuronal.

P Estudios subsecuentes deberan abordar la evaluacion de las fosfatasas
y cinasas asociadas con la actividad de Arc para poder entender el
mecanismo por el cual el 8-Br-AMPc modifica la actividad neuronal en

esta etapa temprana del desarrollo.
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