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Resumen

RESUMEN

Titulo: Estudio protedmico del efecto de la cicloheximida sobre la memoria originada
por la exposicion al laberinto en cruz elevado *

Autor: Victor Alfonso Herndndez Rueda **
Palabras clave: Aprendizaje, memoria, hipocampo, electroforesis 2D SDS-PAGE

Descripcion:

La formacion de la memoria origina alteraciones neurofisiolégicas que requieren la
sintesis de proteinas. Las ratas re-expuestos al laberinto en cruz elevado muestran
cambios en el comportamiento debido a la recuperacion del aprendizaje aversivo
asociado con la exploracion inicial. Ademas, la inhibicién de la sintesis de proteinas
en el hipocampo dorsal promueve la recuperacion del efecto ansiolitico de los
farmacos. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la cicloheximida sobre
el comportamiento evaluando los procesos de adquisicion y consolidacion de la
memoria, y sobre la sintesis de proteinas en el hipocampo de ratas re-expuestas al
laberinto en cruz elevado.

Las ratas fueron inyectadas con cicloheximida (3 mg / kg, ip) 30 min antes o
inmediatamente después de la primera experiencia en el laberinto. La re-exposicion
se realiz6 en dos intervalos de tiempo, 3 h 0 24 h después de la primera exposicion.
Las ratas se decapitaron y el hipocampo se extrajo y se homogenizé en tampon de
lisis. Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford y se separaron por
electroforesis 2D SDS-PAGE. Los geles fueron escaneados y las imagenes se
analizaron con el software PD-Quest.

Las proteinas que mostraron diferencias en los niveles de expresion se analizaron
por MALDI-TOF MS vy se identificaron en las bases de datos empleando el buscador
Mascot. Proteinas expresadas diferencialmente se determinaron en los hemisferios
izquierdo y derecho del hipocampo. Se encontré mayor expresion de las proteinas
cuando las ratas se re-exponen en intervalos de 24 horas, que puede correlacionarse
con un efecto amnésico de cicloheximida. Por ultimo, se encontraron variaciones en
la sintesis de proteinas y éstas se pueden vincular a la consolidacion de la
informacion adquirida, lo que demuestra que se requiere la sintesis de proteinas para
la consolidacion del aprendizaje asociado con la exploracion inicial del laberinto.

*proyecto de grado
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Maestria en Quimica. Director: Rodrigo Torres Saez
Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Codirector: Carlos Conde Cotes
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Abstract

ABSTRACT

Title: Proteomic study of cycloheximide effect on memory of Wistar rats caused by
exposure to elevated plus maze*

Author: Victor Alfonso Hernandez Rueda**
Keywords: Learning, Memory, hippocampus, 2D SDS-PAGE electrophoresis

Description:

Memory formation originates neurophysiological alterations requiring protein
synthesis. Rats re-exposed to the elevated plus maze (EPM) exhibit behavioral
changes due to the recovery of aversion learning associated with the initial
exploration. In addition, inhibition of protein synthesis in the dorsal hippocampus
promotes recovery drugs anxiolytic effect. This study was aimed to evaluate
cycloheximide effect in both behavioral evaluating acquisition and consolidation
processes, and protein synthesis in the rat hippocampus re-exposed to the EPM.

Rats were injected with cycloheximide (3 mg/kg, i.p.) 30 min before or immediately
after the first experience in the maze. The re-exposure was done in two time intervals,
3 h or 24 h after the first event. Rats were decapitated and hippocampus was
removed and homogenized in lysis buffer. The proteins were quantified by the
Bradford method and separated by 2D SDS-PAGE electrophoresis. Gels were
scanned and the acquired images were analyzed using the PD-Quest software.

Spot proteins showing different expression levels were analyzed by MALDI-TOF/TOF
MS and identified by Mascot. Differentially expressed proteins were determined in the
left and right hemispheres from hippocampus. We found higher expression of proteins
when rats were re-exposure to intervals of 24 hours, which can be correlated with an
amnestic effect of cycloheximide. Finally, we found variations in protein syntheses
were found and these can be linked to the consolidation of the acquired information,
which shows that protein synthesis is required for consolidation of learning associated
with the initial exploration of the EPM.

*Project grade
**Faculty of Sciences. School of Chemistry. Master in Chemistry. Director: Rodrigo Torres Saez
Faculty of Health. School of Medicine. Co-Director: Carlos Conde Cotes

15



Estudio protedmico del efecto de la cicloheximida sobre la memoria originada por la exposicion al laberinto en cruz elevado

Introduccion

“La naturaleza benigna provee de manera que en cualquier
2

parte halles algo que aprender.’

Leonardo Da Vinci

INTRODUCCION
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Introduccion

En las Ultimas décadas ha sido de gran interés conocer los mecanismos
moleculares asociados a los circuitos neurales que participan en los procesos
cognitivos de aprendizaje y memoria. Esto se debe al deterioro que presentan dichas
funciones cognitivas en diversos trastornos neurolégicos y enfermedades
neurodegenerativas. La investigacion en esta area del conocimiento ha descrito que
la formacion de las memorias requiere de varias fases: adquisicion, consolidacion,
evocacion y re-consolidacién, en las cuales participan diversos mecanismos
moleculares mediados por proteinas y estan asociadas al proceso de plasticidad

sinaptica.

En el estudio de la formacion de las memorias han sido ampliamente utilizados
los inhibidores de la sintesis de proteinas, principalmente cicloheximida y
anisomicina, con el fin de conocer como participan dichas macromoléculas en la
formacion de las memorias. Esto se ha logrado, pues el uso de los inhibidores origina
alteraciones conductuales en tareas de aprendizaje y memoria afectando
diferencialmente los procesos de su formacion. Dichos estudios han establecido que,
mientras manipulaciones previas y posteriores muy cercanas al evento de partida
alteran la adquisicién y la consolidacion de la informacion, respectivamente; las

manipulaciones previas a una segunda experiencia alteran la evocacion.

Al utilizar los inhibidores de la sintesis de proteinas en diferentes especies
animales y variados modelos comportamentales, especificos al estudio de la
memoria, se ha demostrado la participacion de la sintesis de proteinas en la
formacién de la memoria a largo plazo. En este caso, diversas investigaciones han
determinado la intervencion de varias vias de sefializacion, especialmente las vias de
las quinasas PKA, PKC, ERK y CaMKIl, en la consolidacion de la memoria a largo
plazo. Varias de estas vias se interconectan y llevan a la activacion de factores de
transcripcion como CREB; mecanismo que induce la expresién de genes inmediato-
tempranos como c-fos, Arc, zif268 y BDNF, siendo estos ultimos indicadores de

actividad neuronal vinculada, en parte, a la formacién de las memorias. Ademas, se
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Introduccion
ha determinado que el BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro) ejerce un rol

central en la formacion de la memoria a largo plazo, dada su participacion en el

crecimiento de las dendritas y el establecimiento de nuevas conexiones neuronales.

Por otra parte, se ha determinado que a nivel neuro-anatomico; el hipocampo, la
amigdala y la corteza cerebral son estructuras participantes en los procesos de
adquisicion y consolidacion de las memorias. En el caso del hipocampo, este se
divide funcionalmente en las regiones dorsal y ventral, estando cada region asociada
a un conjunto distinto de comportamientos. Se ha definido que el hipocampo dorsal
participa preferentemente del aprendizaje y la memoria espacial, mientras que el
hipocampo ventral se asocia principalmente a los comportamientos relacionados con

la ansiedad.

Para conocer los mecanismos neuro-moleculares que describen los procesos de
aprendizaje y memoria, se hace uso de modelos animales y constructos
conductuales que permiten la ejecucion de tareas asociadas a estos procesos. En el
caso del laberinto en cruz elevado (LCE), aunque es un modelo animal validado
mediante pardmetros etoldgicos, fisiolégicos y farmacolédgicos para el estudio de la
ansiedad, se ha demostrado que los animales re-expuestos a este modelo presentan
cambios en su desempefio comportamental e inclusive resistencia al efecto
ansiolitico de las benzodiacepinas, fendmeno conocido como “one trial tolerance-
OTT”. Este hecho ha sido asociado a un proceso de aprendizaje aversivo respecto a
la primera exposicion, argumentandose que la informacién sensorial adquirida
durante esta experiencia es consolidada y posteriormente evocada durante la re-
exposicion; lo cual origina la variacibn a nivel conductual y en la respuesta

farmacolodgica.

Tomando en cuenta estos aspectos se encuentra que subyacen procesos
moleculares vinculados a la formacién de memorias asociadas a la experiencia que
tiene el roedor en el LCE; pues se ha descrito que frente a un nuevo estimulo y/o

medio ambiente el animal adquiere informacion sensorial que seguidamente es
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Introduccion

consolidada o almacenada y, finalmente evocada para enfrentar una situacion
posterior similar al evento inicial. Por lo cual, se ha planteado que los cambios
de comportamiento y la resistencia al efecto de drogas tipo ansiolitico observados
en roedores re-expuestos al modelo del LCE estarian asociados a la recuperacion
de la memoria aversiva originada por la experiencia previa. Estas alteraciones
encontradas durante la segunda exposicion han sido estudiadas a nivel conductual
tomando en cuenta diferentes variables del proceso; tiempo de la primera
experiencia, intervalo entre las sesiones, tipo y concentracion del farmaco ansiolitico,
la desactivacion de estructuras cerebrales vinculadas con el proceso de formacion de
las memorias (hipocampo, amigdala, corteza), entre otras; encontrando que las
variaciones a nivel conductual y en la respuesta farmacolégica dependen

directamente del tipo de experiencia.

Sin embargo, no se ha establecido de forma directa la participaciébn de los

componentes moleculares asociados a la formacién de memorias, especificamente la
expresion de transcriptos y la sintesis de proteinas, empleando el laberinto en cruz
elevado como modelo conductual. Ademas, considerando que el hipocampo dorsal
participa preferentemente en los procesos de aprendizaje y memoria, se plante6
evaluar a nivel conductual y a nivel molecular en el hipocampo dorsal de ratas Wistar
el efecto de la administracion sistémica de cicloheximida, como inhibidor de sintesis
de proteinas, sobre los procesos de adquisicion y consolidacion de la memoria
originada por la primera experiencia en el laberinto en cruz elevado. Para ello, se
considerd que las manipulaciones previas a la experiencia modifican el proceso de
adquisicidon de informacion, por lo cual se administré el tratamiento 30 min antes de
la primera exposicién al laberinto y que manipulaciones cercanas posteriores a la
experiencia inicial modifican el proceso de consolidacion, por lo cual se administro el
tratamiento inmediatamente después de ésta primera exposicion. La evaluacion de
los efectos conductuales se puede observar con la re-exposiciéon al laberinto y para
ello, se consider6 la evaluacion temporal de la memoria; memoria a corto plazo
evaluada 3 horas posterior al primer evento y memoria a largo plazo evaluada 24

horas posterior al evento inicial.
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Capitulo 1: Aprendizaje y memoria

“Somos nuestra memoria, somos ese quimérico museo de formas inconstantes,
ese monton de espejos rotos”

Jorge Luis Borges

Capitulo 1

APRENDIZAJE Y MEMORIA

20
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Capitulo 1: Aprendizaje y memoria

1.1. Procesos cognitivos: Aprendizaje y memoria

El desarrollo de nuevos conocimientos requiere de la habilidad para asimilar y
procesar la informacion adquirida a partir de la experiencia. Para ello, diferentes
procesos neurales o “procesos cognitivos” como la inteligencia, la atencion, el
aprendizaje, la memoria y el lenguaje son activados para incorporar los nuevos
conocimientos. Enfatizando en los procesos de aprendizaje y memoria; la
investigacién animal describe el aprendizaje como un proceso continuo, en el cual las
respuestas del organismo se modifican como resultado de la experiencia y permite a
los individuos la adaptacion al medio ambiente. No obstante, un aprendizaje es
evidenciado, solo si, ha sido almacenado en la memoria; por lo cual se define
la memoria como un proceso cognitivo que permite codificar, almacenar y recuperar
la informacién proporcionada por los sentidos respecto a una situacion y/o ambiente
especifico (Reilly et al., 2013; Morgado, 2011).

En general, se habla de dos tipos de aprendizaje: el aprendizaje asociativo y el
aprendizaje no asociativo. En el primero, se origina un cambio conductual producto
de la exposicién repetida a dos estimulos relacionados por su contigtidad temporal,
en el cual se destacan el condicionamiento clasico y el condicionamiento operante.
En el segundo, el cambio conductual es consecuencia de la exposicion repetida a un
estimulo independiente; este es el caso de la habituacion, donde la respuesta
conductual se hace cada vez menos intensa frente al estimulo repetitivo. Otros
fenbmenos mas complejos de aprendizaje han sido incluidos en una categoria
denominada cognicion animal, ya que suponen un nivel distinto de organizacion de la
conducta, tal como ocurre en el caso del aprendizaje espacial (Reilly et al., 2013;
Aparicio, 1990).

La memoria puede ser clasificada en funcion de su alcance temporal y de
acuerdo con su contenido. Segun el alcance temporal, la memoria se clasifica en
memoria a corto plazo, la cual es consecuencia de la sensibilizaciéon transitoria de la

sinapsis; y memoria a largo plazo, la cual se origina como resultado del
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reforzamiento permanente de la sinapsis debido a la activacién genética y la sintesis
de proteinas. Segun el contenido, la memoria se divide en memoria no declarativa o
implicita también llamada memoria de procedimiento, por lo cual no requiere de la
intencion para ser adquirida ni recuperada; y la memoria declarativa o explicita, la
cual es adquirida y se accede a ella de forma activa, deliberada y consciente. La
memoria declarativa esta constituida por los subsistemas de la memoria episédica, la
cual almacena los eventos recientes y/o remotos relacionados con la experiencia del
individuo en contextos espacio-temporales especificos; y la memoria semantica, en
donde son almacenados las representaciones y significados de palabras, conceptos
y conocimiento en general (Reilly et al., 2013; Eichenbaum, 2003, 1999).

La formacién de la memoria entendida como un proceso requiere de varias fases:
la fase de adquisicion de informacién a través de los 6rganos sensoriales, seguida de
la fase de consolidacién mediante la estabilizacién de los cambios sinapticos a través
de la sintesis de proteinas. El acceso a la informacion se hace mediante la fase de
evocacion, en la cual la informacién almacenada se integra con los nuevos
conocimientos, seguida de la fase de re-consolidacion de los recuerdos activados y
finalmente, la fase de olvido lleva a la perdida de la informacion (Morgado, 2011).
Durante los periodos de adquisicion y consolidacién, la memoria es susceptible de
ser manipulada por el uso de agentes farmacolégicos de accién central y periférica,
tales como: glucocorticoides, adrenalina, noradrenalina, inhibidores de la sintesis de
proteinas; y mediante agentes fisicos externos como choques electro-convulsivos o
tratamientos hipotérmicos, de manera que el proceso evocacion de la memoria es
alterado (Sadowski et al., 2011).

En sintesis, una tarea es adquirida cuando el sujeto aprende la relacién entre
diferentes estimulos o adquiere las habilidades necesarias para responder
adecuadamente a los estimulos externos. Esta fase se ha estudiado en multiples
modelos experimentales de condicionamiento clasico y operante, asi como en tareas
de aprendizaje espacial. El periodo de consolidacion inicia luego de producirse el

aprendizaje y finaliza cuando la memoria se establece definitivamente. La evocacion
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implica la activacion de la informacion previamente almacenada y de la manifestacion
de las respuestas conductuales que evidencian su aprendizaje a partir de las

demandas que le presenta el ambiente.

1.1.1. Hipocampo y la formacion de la memoria

El hipocampo es una estructura simétrica ubicada al interior del I16bulo temporal
medial sobre ambos hemisferios del cerebro. Al realizar secciones transversales del
cerebro de roedores se diferencian tres regiones en la formacion hipocampal: el giro
dentado, el propio hipocampo (Cornu Ammonis, CA) y el subiculo. En el hipocampo
como tal, se definen las regiones CA1 a CA3, y CA4 generalmente llamado el hilus y
considerado parte del giro dentado. El flujo de informacion a través del hipocampo
procede del giro dentado y desde alli fluye hacia las regiones CA3 y CA1 hasta llegar
al subiculo, formando asi el principal circuito trisinaptico intrinseco (Xiong, 2008).

La anatomia del hipocampo en roedores fue extensamente estudiada por Cajal,
estableciendo las conexiones y el flujo de los impulsos que se transportan en la
formacién hipocampal (Fig. 1). Se ha descrito que el hipocampo tiene un rol general
en el procesamiento de la informacién y la subsecuente regulacién del
comportamiento, por lo cual, se ha subdividido funcionalmente en las regiones dorsal
y ventral, cada una asociada a un conjunto distinto de comportamientos; el
hipocampo dorsal participa preferentemente del aprendizaje y la memoria espacial, y
el hipocampo ventral se asocia principalmente a los comportamientos relacionados

con la ansiedad (Bertoglio et al., 2006; Bannerman et al., 2004).

A partir de estudios neurologicos de pacientes con dafio o lesion en una region
especifica del cerebro, se ha conocido que la consolidacién de la memoria ocurre de
forma progresiva en la escala de tiempo. Este proceso se ha denominado
consolidacion a nivel de sistemas y puede tomar semanas, meses e incluso afos en
ser completada. En la década de 1950, al paciente conocido como H.M. le fue

removido de forma bilateral el l6bulo temporal medial como tratamiento de la
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epilepsia. La cirugia fue exitosa, pero el paciente H.M. sufrié una profunda amnesia;
exhibi6 amnesia anterégrada, es decir, perdié de la capacidad de adquirir nuevas
memorias respecto a personas, eventos y lugares. De esta forma le fue afectada la
memoria declarativa en sus representaciones de memoria episddica y memoria

semantica (Suzuki et al, 2000).

Figura 1. Esquema de las principales células, conexiones y flujo de impulsos a través del hipocampo

Fuente: Xiong, 2008.

Ademas, H.M. sufri6 amnesia retrograda aunque no de forma completa; perdié
las memorias de eventos recientes, de meses o de algunos afios antes de la cirugia.
Sin embargo, mantuvo los recuerdos de eventos fechados once afos antes de la
operacion. Esta observacién permiti6 vincular el I6bulo temporal medial en la
consolidacion de la memoria a largo plazo y se determin6 que el grado de la amnesia
esta correlacionada con la extension del dafio a esta regién del cerebro. Incluso,
permitié concluir que el hipocampo y las estructuras relacionadas estan aun activas
en el proceso de consolidacion durante semanas, meses 0 afos después de la

formacion inicial de la memoria (Suzuki et al, 2000).
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Se ha postulado que la consolidacion a nivel de sistemas involucra la
reorganizacion gradual de los circuitos del cerebro y quizas hay transferencia de las
memorias recientes a algunas areas corticales para el almacenamiento permanente.
La investigacion en décadas pasadas indica que el dafio a la estructura hipocampal
afecta principalmente las memorias recientes, mientras el dafio a la neocorteza
afecta las memorias mas remotas. Lo cual indica, que el hipocampo juega un rol
limitado en el tiempo en la consolidacién de nuevas memorias labiles hacia memorias
a largo plazo mas estables, las cuales son eventualmente almacenadas en la corteza
(Rellly et al., 2013)

Estudios basados en lesiones de la neocorteza, incluyendo la corteza prefrontal,
han evidenciado que se producen dafios en la consolidacion y el almacenamiento de
la memoria. Asi, las nuevas memorias son inicialmente procesadas en las
interconexiones hipocampo-corteza, y para ello el hipocampo conduce la co-
activacion de varios modulos corticales transfiriendo gradualmente la informacion a la
corteza prefrontal. Sin embargo, se ha sugerido que la consolidacion cortical es un
proceso lento y gradual, en este aspecto, el hipocampo puede servir como un
sistema temporal de las memorias corticales. La consolidacion de estas memorias
depende del fortalecimiento gradual de las conexiones corticales, lo cual ocurre en
funcién de la reactivacion del hipocampo. Una vez las conexiones corticales se
consolidan fuertemente las memorias pueden permanecer estables alin en ausencia

del hipocampo (Dash et al., 2004).
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1.1.2. Mecanismos moleculares en la formacion de la
memoria

La busqueda de los mecanismos a nivel molecular y celular que describen los
procesos de aprendizaje y memoria, ha tenido grandes progresos al usar la
potenciacion a largo plazo (PLP) como modelo experimental. La PLP constituye un
incremento persistente en la fuerza de la sinapsis, posterior a la estimulacion de
elevada frecuencia de una sinapsis quimica. Diversos experimentos muestran que el
aprendizaje induce cambios moleculares relacionados con la plasticidad neuronal en
la corteza cerebral y el hipocampo (Stanton et al., 1984). Estudios sobre la iniciacion
y el mantenimiento de la plasticidad sinaptica, principalmente en las neuronas
piramidales CA1 del hipocampo, han mostrado que ciertos tipos de aprendizaje y la
PLP inducida artificialmente pueden producir incrementos o cambios morfolégicos en
las espinas dendriticas, originando nuevas sinapsis o fortaleciendo las sinapsis
existentes, lo cual constituye la principal base estructural de la memoria (Frey et al.,
1988).

El mecanismo molecular que describe este proceso (Fig. 2) inicia cuando las
neuronas pre-sinapticas liberan glutamato y activan los receptores ionotropicos de
AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico). Los receptores
activados permiten la entrada de iones Na', lo cual despolariza la neurona post-
sinaptica. Esta despolarizacién induce el incremento en la concentracién intracelular
de iones Ca®" mediante diferentes mecanismos: la activaciéon de los receptores de
NMDA, la activacion de canales dependientes de voltaje y la liberacién de calcio
desde los depdsitos intracelulares (Alberini et al., 2005; Ahi et al., 2004; Abel et al.,
2001).

El mecanismo de sefializacion contintda cuando el calcio intracelular se une a la
calmodulina y el complejo Ca/calmodulina activa la proteina quinasa CaMKII.
Seguidamente, las proteinas quinasas PKC y MAP son activadas y participan en la

expresion de la PLP. Esta modificacion de la plasticidad sinaptica dependiente de
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fosforilacion es capaz de soportar la PLP por 1-3 horas, periodo conocido como la
fase temprana de la PLP. El estudio de estas vias de sefializacion ha proporcionado
la evidencia mas convincente para ser el mediador principal en la regulacion de la
fase temprana de la PLP y la formacion de la memoria (Bonini et al., 2007; Ahi et al.,
2004).

Figura 2. Aspectos moleculares de la PLP.

Presynaptic, ,
Neuron

& Area of
magnification

B

. '

Postsynaptic

Glutamate SICON

2+ i Glutamate
Ca. J L \ ® o4 v
- — L | Magnesium
‘ NR2 NR2ZB
NR1
c;" NMDA
receptor
‘ ' ® channel
7 Inactive PKC
v =
— a— DAG

CaMKil \/ ( Activated PKC

leading to biochemical cascades?

Fuente: Wang et al., 2006

Sin embargo, para mantener la potenciacion sinaptica las vias de la proteina
quinasa A (PKA) y ERK son activadas. Esta etapa se conoce como la fase tardia de
la PLP y conduce a la expresion génica y la sintesis de proteinas activada por la
proteina enlazante al elemento de respuesta de AMPc (CREB). En este contexto,
estudios a nivel genético y farmacolégico han demostrado que el condicionamiento,
una tarea de aprendizaje dependiente del hipocampo es regulada por el AMPc (Abel
et al., 2008). Estudios sobre la memoria del miedo contextual a largo plazo, han
concluido que la ubicacion espacial y temporal de la via de sefalizacion de la PKA

hipocampal es especialmente decisiva en las fases de consolidacion y extincién, pero
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no en las fases de adquisiciony evocacién (Nijholt et al., 2008). Igualmente, en
tareas de evitacion inhibitoria se evidencia que la PKA y MAPK son requeridas en la
formacion de la memoria a corto plazo y que la memoria a largo plazo depende de la
actividad de la PKA vy la sintesis de proteinas durante el periodo temprano post-

entrenamiento (Quevedo et al., 2004).

Ademas, estudios sobre la activacion de la proteina quinasa CaMKIl han
concluido que cambios morfologicos son inducidos en el citoesqueleto de la neurona;
nuevas espinas dendriticas o el alargamiento persistente de sus extremos pocos
minutos después de la activacion son producidos. Dichos cambios han sido
evidentes mediante experimentos con cultivos hipocampales mostrando que la fuente
de membrana para la formacion de la nueva espina dendritica o el alargamiento de
las espinas existentes podrian ser endosomas reciclados, formados via endocitosis,
gue contienen receptores de AMPA. En pocas horas estos receptores son insertados
en las membranas de las nuevas espinas y su activacion disminuye el crecimiento y
estabiliza la forma de la espina, proporcionando un mecanismo entre la induccion y la

expresion de la plasticidad sinaptica (Fig. 3) (Morgado, 2011).

Figura 3. Aspectos moleculares en la formacién de nuevas espinas.
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1.2. Inhibidores de la sintesis de proteinas en el estudio de

la memoria

Cicloheximida y anisomicina son inhibidores de la sintesis de proteinas (ISPs)
utilizados para determinar la importancia del proceso de traduccion en varias
respuestas bioldgicas, particularmente la memoria (Cohen et al., 2006; Desgranges
et al., 2008; Moss et al., 1976). La cicloheximida (CHX), un antibiético producido por
la bacteria Streptomyces griseus, es utilizada principalmente como una herramienta
experimental que inhibe la sintesis de proteinas en células eucariotas y previene la
formacion de hongos en cultivos bacterianos (Franklin et al., 2005). La CHX tiene la
estructura quimica 3-[2-(3,5-dimetil-2-oxociclohexil)-2-hidroxietil] glutarimida (Fig. 7),
siendo el grupo glutarimida el que podria jugar un papel clave en la actividad
biolégica de la CHX (Poetsch et al., 2010).

Figura 4. Estructura quimica de la cicloheximida.

I,..

Fuente: Poetsch et al., 2010

Diversos estudios indican que la CHX actua especificamente sobre la subunidad
60S de los ribosomas eucariontes, interfiriendo con la actividad de la péptidil
transferasa y bloquea la translocacion del peptidil tRNA del sitio A al sitio P.
Adicionalmente, se ha determinado que la CHX permite un ciclo completo de
translocacién antes de proceder a interrumpir la elongacién y se ha especulado que
este antibidtico se une a un aminoacil-tRNA desacilado, confinado en el sitio E, para
bloquear la traduccion (Fig. 8) (Franklin et al., 2005). Sin embargo, el sitio de union
exacto de la CHX sigue siendo desconocido, pues no es claro si ésta interactia

directamente o si la inhibicién de la translocacion resulta de un efecto indirecto.
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El efecto de los ISPs se establece a partir de la amnesia originada en ciertos
tareas conductuales que involucran los procesos cognitivos de aprendizaje y
memoria (Gold, 2008). No obstante, la amnesia retrégrada consecuencia del proceso
de inhibicibn de la sintesis de proteinas cerebrales ha tenido diferentes
interpretaciones. Se ha sugerido que es un fracaso de la consolidacion o el deterioro
de un mecanismo de recuperacion; que la sintesis de proteinas juega un papel
constitutivo en la formacién de la memoria, proporcionando proteinas previo a una
experiencia y puede ser activado por el entrenamiento; que la sintesis de proteinas
puede ser necesaria para reemplazar las proteinas disponibles antes de aprender,
pero 'consumidas' por el aprendizaje; que la inhibicion de la sintesis de proteinas
afecta el bienestar de las neuronas, lo que lleva a la incapacidad de entregar los
recursos necesarios para la formacion de la memoria y, que la inhibiciébn de la
sintesis de proteinas resulta en funciones neuronales anormales que interfieren con
la memoria (Hernandez, 2008; Gold, 2008).

Figura 5. Modelo del mecanismo de inhibicion de la elongacion de las cadenas polipeptidicas por la
CHX.

Fuente: Poetsch et al, 2010.

Ademas, debido a los efectos no deseados de los inhibidores de la sintesis de
proteinas, se ha originado un debate en torno a si la sintesis de proteinas es
necesaria, o incluso contribuya a la formacion y almacenamiento de la memoria
(Helmstetter et al., 2010; Alberini, 2008). A pesar de ello, se ha establecido que la
sintesis de proteinas sirve como disparador para la consolidacion de la memoria
siendo el evento inicial en la formacion de la memoria a largo plazo (Klann et al.,
2008).
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“El comportamiento es un espejo en el que cada uno
muestra su imagen”

Goethe

Capitulo 2
LABERINTO EN CRUZ ELEVADO
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2.1. Generalidades del LCE como modelo comportamental

El Laberinto en Cruz Elevado (LCE) ha sido ampliamente utilizado como modelo
animal para evaluar trastornos relacionados con la ansiedad, entre estos fobias (File
et al.,, 1998) y ansiedad generalizada (Lamprea et al., 2000). Este modelo ha sido
validado etoldgica, fisiologica y farmacolégicamente, y se fundamenta en la aversion
gue tienen los roedores a la altura y los espacios abiertos (Lister, 1987). Fisicamente,
el LCE es un dispositivo de madera con cuatro brazos dispuestos ortogonalmente;
dos brazos cerrados (BC) con paredes laterales de 40 cm de altura y dos brazos
abiertos (BA) con un borde acrilico de 2 cm. Cada brazo mide 50 x 12 cm y estan

elevados 50 cm sobre el suelo.

La actividad del animal dentro del laberinto puede ser explicada en una primera
instancia como el resultado de la ponderacion entre la motivacion de explorar y la
aversion que experimenta en una determina posicion del laberinto. En su estado
natural los roedores eligen estar cerca de superficie verticales, preferiblemente
rincones y lugares con poca iluminacion; los campos abiertos y las alturas inducen
comportamientos que permiten inferir estados aversivos. Asi, la exposicion al LCE
genera un conflicto de aproximacion-evitacion, tomando como criterio de ansiedad la
actividad reducida en los BA (Carobrez et al., 2005). Los trabajos realizados con el
LCE reportan preferencia de los roedores por los BC. Sin embargo, la administracion
de farmacos con efecto ansiolitico aumentan la exploracion de los BA y los farmacos
tipo ansiogénicos la disminuyen, lo que permite argumentar la naturaleza aversiva de
los BA.

Existen varios comportamientos especificos que integran la actividad de los
roedores en el laberinto. De forma general, la exploracion del laberinto constituye el
comportamiento fundamental, una vez los roedores integran informacion en cuanto a

los “posibles riesgos” se observa evitacion inhibitoria de los BA. No obstante, el
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conflicto de aproximacién-evitacion al que se enfrenta el animal permite observar
otros comportamientos, en algunos casos el animal levanta el cuerpo apoyado en
sus patas traseras (rearing), o inclina la cabeza y la saca por fuera de los brazos
abiertos con el fin de explorar la altura a la que se encuentra (head-dipping); en otras
ocasiones el animal manteniendo sus patas traseras en los BC estira el cuerpo para
explorar la plataforma central y los BA (risk-assesment); incluso se puede observar

gue el animal limpia sus patas delanteras (groomig).

Los comportamientos de exploracion y evitacion inhibitoria pueden ser analizados
mediante parametros espacio-temporales como la frecuencia, absoluta o relativa, de
las entradas a los BAs 6 BCs y el tiempo, absoluto o relativo, de la permanencia en
cada tipo de brazo. Cuando el animal es expuesto por primera vez al laberinto y sin
efecto de ningln tratamiento farmacolégico se cumplen las siguientes
consideraciones; el numero de entradas a los BC es mayor que el numero de
entradas a los BA, y el tiempo que el animal pasa durante la prueba en los BC es

mayor gue el tiempo que pasa en los BA.

2.2. Re-exposicion en el LCE

Se ha encontrado que cuando los animales son re-expuestos al LCE se origina un
cambio en el patrén de comportamiento; la actividad en los BAs es significativamente
reducida en relacion a la experiencia inicial. Ademas, el efecto ansiolitico de las
benzodiacepinas (BZPs) no se observa en el desempefio comportamental de los
roedores durante la re-exposicion; los animales no presentan las manifestaciones
comportamentales de tipo ansiolitico frente al farmaco utilizado, es decir, no hay un
aumento en la actividad exploratoria de los BAs. Este fenomeno ha sido comparado
con la resistencia farmacolégica presentada en los humanos y se conoce como

resistencia por un ensayo (One Trial Tolerance-OTT), (Bertoglio et al., 2002)

Con el fin de esclarecer y controlar las diferentes variables que pueden afectar el

desempefio de los animales y la respuesta ansiolitica del farmaco en la re-
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exposicion, algunos estudios han tenido en cuenta factores como: el tiempo de

exposicion durante la primera experiencia, el intervalo de tiempo entre sesiones, la
manipulacion previa a la exposicion, la naturaleza del estimulo aversivo, el tipo y
concentracion del farmaco utilizado. Ademas, el OTT ha sido descrito en otros
modelos animales y parece estar fuertemente relacionado con la experiencia previa,

lo cual altera la eficacia del farmaco ansiolitico.

En virtud de estos hallazgos se han sefialado factores que intervendrian en la
union de los farmacos con los complejos del receptor GABAA como los principales
implicados en el desarrollo del OTT (Bertoglio, 2000; Delgado, 2008). No obstante,
durante afios se han planteado diferentes hipotesis para explicar la reduccion del
efecto ansiolitico de las BZPs en los roedores re-expuestos al LCE. Las hipotesis
sugeridas planteaban la sensibilizacion al miedo producido por los BAs (Rodgers et
al., 1993), un tipo de habituacion locomotora (Dawson et al., 1995) 6 un cambio
cualitativo en el estado emocional producido por la re-exposicion al LCE (Holmes et
al., 1998). Incluso File et al., (1993) plante6 la adquisicion de un tipo de fobia durante
los primeros 5 minutos, lo cual hace inefectivo el uso de las BZPs, pero con tiempos
de exposiciobn acumulados de 20 minutos (sesion 1 + sesion 2) este tipo de

fendbmeno desaparece.

2.3. LCE y los procesos de aprendizaje y memoria

Actualmente, se plantea que la disminucién de la actividad de los BAs bajo los
efectos de las BZPs se relaciona con un tipo de aprendizaje aversivo que es
adquirido durante la primera exposicién. En este aspecto, se ha propuesto que
aunque las BZPs pueden evitar la adquisicion de informacion aversiva, estas no
pueden evitar la expresibn de la memoria emocional adquirida durante esta
experiencia (Gonzélez et al., 1997). En este contexto, han sido empleadas diferentes
situaciones que puedan interrumpir el proceso de aprendizaje y poder prevenir la
aparicion del OTT. Por ejemplo, se han utilizado pruebas de conflicto emocional

(Pereira et al., 1999) o mediante limitaciones del tiempo durante la primera sesion
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(Dal-Col et al., 2003), incluso se han usado drogas amnésicas como la escopolamina
(Bertoglio et al., 2004) y ninguna ha permitido abolir la aparicién del OTT.

De manera convencional el tiempo durante la primera sesién (S1) en el LCE es
de 5 minutos. Sin embargo utilizando tiempos inferiores, 1 0o 2 minutos, aun se
evidencia la perdida de la accion ansiolitica de las BZPs en sesiones posteriores de 5
minutos (Calzavara et al., 2005). Igualmente, incrementando el tiempo de exposicion
de la primera experiencia a 10 minutos, se evidencia el OTT en sesiones posteriores
de 5 minutos (Holmes et al., 1999). Por otra parte, el tiempo entre sesiones parece
no afectar la apariciéon del OTT pues se ha reportado que el fenémeno persiste en un
intervalo desde 48 horas a 15 dias (File et al., 1990).

En las dltimas décadas ha sido planteado que el OTT se produce por la
evocacion de la memoria emocional adquirida durante la exploracion inicial del
laberinto, un ambiente potencialmente peligroso (Stern, 2008). Los siguientes
resultados han corroborado esta nueva hipétesis; al inactivar regiones cerebrales que
participan en el proceso de formacion de la memoria en diferentes momentos
respecto a las dos sesiones de exposicion al LCE, se ha encontrado que el efecto

ansiolitico de las BZPs se mantiene durante la segunda exposicién.

Por ejemplo, la desactivacion temporal con lidocaina del hipocampo dorsal previo
a la primera sesién, proceso interpretado como un dafio en la adquisicién de
informacion; la inactivacion de la amigdala basolateral inmediatamente después de la
primera sesion, proceso que dafia la consolidacion de informacion emocional, y
finalmente la desactivaciéon del hipotalamo dorsomedial y de la materia gris
periacueductal dorsolateral previo a la segunda sesion, proceso que altera la
recuperacion de informacion. Por otra parte, mientras que la administracion de una
dosis amnésica de clordiaepo6xido, dosis 10 veces superior a la dosis ansiolitica, o de
escopolamina previo al primer ensayo previene la aparicion del fenbmeno OTT en el

LCE, la administracion sistémica de anfetamina o pentilenetetrazol posterior al primer
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ensayo, farmacos que favorecen la retencion de la memoria, facilita la apariciéon del
OTT en el LCE (Stern,2008).

Sin embargo, a pesar de haberse planteado un proceso de formacion de memoria
para explicar la aparicion del OTT en los animales re-expuestos al LCE, muy pocos
estudios han sido direccionados con el fin de investigar los mecanismos moleculares
involucrados en este proceso. Entre estos cabe destacar el estudio de Gazarini et al.,
(2011), en el cual empleando el inhibidor de la sintesis de proteinas anisomicina, con
el fin de elucidar la participacién de este proceso en la formacion de la memoria
originada por la exposicion al LCE, han demostrado que la administracion de
anisomicina (80 ug) en el hipocampo dorsal en tiempos cercanos, ya sean previos o
posteriores, a la primera exposicion mantiene el efecto ansiolitico del midazolam
(MDZ; 0.5 mg/Kg, i.p.) en ratas re-expuestas 24 horas después, lo cual sugiere que
la informacién adquirida durante la primera experiencia y consolidada por la sintesis
de proteinas en el hipocampo dorsal impacta sobre la respuesta del animal a esta

droga y por ende en su desempefio en el LCE.
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“A pesar que el codigo genético es casi universal, el mecanismo necesario para
estructurarlo es demasiado complejo, para haber surgido de un sélo golpe”

Francis Crik

Capitulo 3
TECNICAS MOLECULARES
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3.1. Inmunoensayos - ELISA

En las pruebas de inmunoensayo (ELISA) un antigeno inmovilizado se detecta
mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto
detectable mediante espectrofotometria. Se han desarrollado mdultiples variantes de
ensayos ELISA que permiten la cuantificacion de un antigeno o anticuerpo en
solucién. Los mas comunes son el ELISA directo, indirecto o tipo sandwich. Todo
ensayo tipo ELISA se realiza facilmente en cuatro etapas: 1) conjugacion del
anticuerpo o del antigeno con una enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina), 2) union
del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos de la placa, 3) formacion de una o mas

capas de inmunocomplejos y 4) revelado de la reaccion enzimatica.

Ante una situacibn de amenaza o peligro, el organismo reacciona y pone en
marcha mecanismos, especificamente del sistema nervioso autbnomo y del sistema
neuroendocrino, a través de lo que se conoce como el eje Hipotalamo-Hipofisis-
Suprarrenal. En este contexto, la corticosterona es secretada por la corteza adrenal
bajo el control de la hormona pituitaria ACTH via un mecanismo de retroalimentacion
negativo. La medida de corticosterona en el plasma de ratas, mediante un
inmunoensayo competitivo, permite analizar mediante un parametro fisioldgico el

nivel de estrés que presenta el animal.

Diversos estudios han demostrado que la memoria es susceptible de modificacién
ante los efectos del estrés, dependiendo de varios factores como la duracién del
estresor, su intensidad, el tipo de aprendizaje evaluado y de la fase en que se
administre el estimulo estresor (Sandi et al., 2001). Por ejemplo, varias
investigaciones han encontrado que el estrés cronico deteriora la memoria en las
fases de adquisicion, consolidacion y evocacion, mientras que el estrés agudo no
perjudica el aprendizaje y en ocasiones lo facilita, aunque parece tener efectos
deletéreos sobre la recuperacion de la tarea asi como cuando se administra luego de

la consolidaciéon (Roozendaal, 2002; Ruetti et al., 2008).
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3.2. Transcripcion Inversa - RT PCR

En biologia molecular, la reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain
Reaction-PCR) es usada para amplificar y en la variante de “tiempo real” para
cuantificar de forma simultanea una secuencia de interés desde un molde de DNA.
Sin embargo, numerosas técnicas han sido desarrolladas para medir la expresion
génica en tejidos y células, entre ellas la trancripcion reversa (Reverse Transcription-
RT) acoplada a PCR (RT-PCR).

El éxito de la transcripcion reversa depende de la integridad y pureza del mRNA
usado como templado. Para ello, deben eliminarse contaminantes, principalmente
DNA, y evitar su degradacion durante el proceso de extraccion y el almacenamiento.
El proceso de RT-PCR debe ser optimizado para cada templado; la concentraciéon de
magnesio, la concentracion de primers, las condiciones de temperatura y el nimero
total de ciclos deben ser hallados experimentalmente con el fin de obtener las
condiciones Optimas de amplificacion. En caso de analizar simultaneamente varios
transcriptos, proceso conocido como multiplex, en una misma mezcla de reaccion se
colocan todos los primers de las secuencias que se desean amplificar e igualmente
se optimizan las concentraciones de los componentes y las condiciones de

amplificacion.

Los métodos de cuantificacibon mas utilizados implican el uso de colorantes
fluorescentes que se intercalan con el DNA de doble cadena o de sondas de
oligonucledtidos modificados que emiten fluorescencia cuando hibridan con el cDNA.
Los colorantes pueden incluirse directamente en la mezcla de reaccion para la
cuantificacion en tiempo real o ser empleados en geles (agarosa o poliacrilamida)
durante la separacion de los productos amplificados en el método clasico, asi los
productos de PCR pueden ser analizados y hacerse facilmente visibles utilizando

bromuro de etidio u otros colorantes fluorescentes bajo luz ultravioleta.
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3.3. Proteomica

La protedmica busca describir las caracteristicas y actividad de cada proteina en
una célula o tejido en particular (Colantonio, 2005). Desde esta perspectiva la
proted6mica estudia el conjunto de las proteinas que son expresadas por la célula
bajo condiciones especificas, y aunque los analisis protedmicos no pueden cubrir el
namero total de proteinas existentes de un sistema biolégico en un momento dado,
involucra el perfil de expresion de cientos e inclusive miles de proteinas (Wen, 2003).
La protedmica incluye diversos enfoques de investigacion: la protedmica descriptiva
o estructural, la protebmica comparativa o diferencial, la protedmica funcional y el

establecimiento de mapas moleculares subprotedmicos (Sarka, 2002; Plebani, 2005).

Clasicamente, los andlisis protedmicos se realizan en tres etapas: 1) preparacion
de la muestra, donde se obtienen proteinas libres de interferencias; 2) separacion de
proteinas, ya sea mediante el uso de geles o empleando cromatografia liquida; y 3)
identificacion de proteinas, mediante espectrometria de masas al obtener espectros
de digestion enzimatica, generalmente fragmentos tripticos y su posterior

comparacion con las bases de datos (Gygi, 2000; Sarka, 2003).

El proteoma tiene un caracter dindmico; la expresion de proteinas cambia en
diferentes etapas del ciclo celular y en respuesta a estimulos externos. Es
precisamente esta variabilidad en el proteoma que lo hace tan atractivo para la
investigaciéon biomédica, pues los analisis protedmicos en su enfoque diferencial,
conducen a identificar cambios en los patrones de expresion de proteinas entre un
estado normal y un estado patologico (Colantonio, 2005). Este tipo de investigacion
incluye trastornos del sistema nervioso, en donde los analisis proteGmicos permiten
entender las mudltiples vias moleculares que gobiernan el comportamiento, la
cognicion y los diferentes trastornos neurolégicos y neurodegenerativos que afectan

a la poblacion mundial (Morrison, 2002).
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3.3.1. Preparacion de muestras

Basados en los analisis protedmicos mediante 2D SDS-PAGE y Espectrometria
de Masas (MALDI-TOF), las muestras biolégicas sometidas a separacion
electroforética requieren de un tratamiento previo cuyo objetivo es obtener proteinas
libres de otras macromoléculas y contaminantes. Este tratamiento implica la
solubilizacion y la eliminacion selectiva de lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos y
sales mediante precipitacion con solventes organicos (acetona, alcoholes).
Posteriormente, se fracciona la muestra, ya sea por ubicacion subcelular, solubilidad

diferencial, punto isoeléctrico o tamafio/peso molecular.

Solubilizacion de proteinas: En el proceso de solubilizacion se utilizan mezclas
con agentes caotrépicos (urea, tiourea, cloruro de guanidina) que desestabilizan los
puentes de hidrégeno y las interacciones ionicas; detergentes, no i6nicos o
zwitterionicos (CHAPS), que favorecen la ruptura de membranas al romper las
interacciones hidrofébicas; agentes reductores (ditiotreitol-DTT, 2-mercaptoetanol)
qgue rompen los puentes disulfuro (Cys-S-S-Cys); amortiguadores de pH (Tris,
anfolitos) e inhibidores de proteasas (PMSF, Pesptatin, Leupeptin, ortovanadato de
sodio y fluoruro de sodio) que evitan las modificaciones post-extraccion a causa del

pH o por degradacién enzimatica (Sarka, 2003).

Cuantificacién de Proteinas: El ensayo de Bradford es un método sencillo y
rapido que emplea el azul de Coomassie-G250 para detectar y cuantificar proteinas.
Cuando el azul de Coomassie se une a la proteina, cambia a su forma desprotonada
favoreciendo la absorcion a 595 nm. El reactivo de Bradford se compone por azul de
Coomassie G-250 (0.01 % p/v), etanol (4.7 %v/v) y acido o-fosforico (8.5 %v/v) y el
desarrollo del ensayo se realiza a través de una curva estandar utilizando patrones
de albumina de suero bovino (BSA) de 0,1 a 1 mg/mL, donde por cada 100 uL de
muestra se adicionan 5 mL del reactivo de Bradford y la absorbancia es medida entre
los 5 minutos y 1 hora (como maximo) después de realizar la mezcla (Bradford,
1976).
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3.3.2. Separacion de proteinas: Electroforesis 2D SDS-PAGE

La electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D SDS-PAGE) se
emplea para el andlisis global y la separacion de los componentes del proteoma (Fig.
6). Esta técnica permite la separacion de cientos o miles de proteinas “spots” en un
anico gel, mostrando un patron caracteristico segun las propiedades moleculares de
carga y peso. Factores como el pH, la fuerza ionica, el gradiente de potencial, el
tiempo de corrida, las concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida, deben ser
considerados pues modifican el patron de separacion. En este punto, la naturaleza
de la muestra sirve de guia para alcanzar las mejores condiciones electroforéticas

que permitan obtener una éptima separacion de las proteinas (Plebani, 2005).

Figura 6. Representacion esquematica de 2D SDS-PAGE.
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Fuente: http://bioinformatica.uab.es/biocomputacio/treballs02-03/A_Ramos/2d.html

Isoelectroenfoque (IEF): Separa las proteinas en funcion de su punto
isoeléctrico (pl), es decir, en un gradiente de pH y bajo la accion de un campo
eléctrico una proteina se movera a la posicion en el gradiente donde su carga neta
sea cero. Actualmente se usan geles en gradiente de pH inmovilizado- IPGs, en los
cuales los anfolitos se co-polimerizan con la matriz de acrilamida creando un
gradiente estable de carga; estos IPGs se encuentran en diferentes rangos de pH y
longitud. El gradiente de voltaje aplicado durante la separacion y el tiempo total de la
corrida del IEF deben hallarse experimentalmente, pues estas condiciones

dependeran de la complejidad de la muestra.
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Rehidratacion: Previo a la corrida del IEF es necesario rehidratar los IPGs y
cargar la muestra. El volumen final de carga depende de la longitud del IPG; 7cm
(125pL), 11cm (200uL), 17cm (300uL), 18cm (315uL), 24cm (450uL) y se realiza
mediante uno de los siguientes métodos: rehidratacién pasiva, la muestra es
incluida en el buffer de rehidratacion, el gel es colocado sobre el buffer y se mantiene
en reposo durante 12-16 horas; rehidratacion activa, a diferencia de la anterior el
proceso se realiza bajo la accién de un campo eléctrico favoreciendo la absorcién de
proteinas de alto peso molecular, 0 mediante el uso de taza de carga, en este
método la muestra es aplicada después de la rehidratacién del gel, lo cual resulta
favorable cuando el rango de pH del IPG es alcalino. (Garcia, 2000; Colantino, 2005).

Equilibraciéon: Cuando la corrida de IEF ha finalizado es necesario asegurar la
ruptura de los puentes disulfuro intra o inter-moleculares. Para ello, la tira del gel se
sumerge en un buffer reductor que contiene DTT. Seguidamente y con el fin de evitar
la formacion aleatoria de puentes disulfuro en las proteinas reducidas, es necesario
efectuar un proceso de alquilacion de los grupos tioles en los residuos de cisteina.
Para ello, las tiras del gel se colocan en un buffer con iodoacetamida como agente
alquilante. Es importante que el buffer mantenga las proteinas solubilizadas en el
interior del gel y evite la pérdida por difusion, por lo cual, en estos buffers se emplean

nuevamente mezclas que favorecn la solubilizacion (Posch, 2006).

SDS-PAGE: Es la segunda etapa del proceso de separacion bidimensional y
separa las proteinas en funcién del peso molecular mediante geles de poliacrilamida
en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS). Los geles de poliacrilamida se
forman por la polimerizacién vinilica del monémero acrilamida y del mondémero
entrecruzante N,N"-metilen-bis-acrilamida, el cual forma una red tridimensional que
actia como tamiz durante el proceso electroforético. EI SDS desnaturaliza las
proteinas y se enlaza en una relacion de aproximadamente 1.4 g de SDS por gramo

de proteina, confiriendo una carga neta negativa al polipéptido.
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La poliacrilamida origina geles que favorecen la visualizacion de las manchas de
proteinas durante tiempo prolongado. Variando la concentracion de los monémeros
(acrilamida, bisacrilamida) se controla el tamafio del poro en el gel, el cual se
determina por la relacion del %T y el %C expresados en las siguientes ecuaciones:

_Acrilamida (g)+Bisacrilamida(g)

Bisacrilamida
%T= %100 %C ()

Volumen (mL) :Acrilamida (9)+Bisacrilamida(g)

En general se recomiendan valores entre 5-15 %T y entre 2-4 %C. Ademas,
geles en gradiente son usados para separar proteinas de mezclas complejas; el
tamafo del poro es mayor en la parte superior y disminuye a medida que avanza la
corrida electroforética. El sistema amortiguador utilizado puede ser continuo o
discontinuo; el continuo utiliza un buffer a igual pH para el tanque y el gel, en el
sistema discontinuo un gel de stacking (apilamiento) es colocado sobre el gel de
separacion y los buffers utilizados se preparan a diferente pH.

Tincion de geles: La eleccion del método de tincion se determinada por
factores como la sensibilidad, el rango lineal, la facilidad de uso, los costos, el equipo
de adquisicién de imagenes y la compatibilidad con analisis posteriores. Los métodos
de tincibn mas comunes y de acuerdo al rango de sensibilidad son: la tincién con
plata (1 ng de proteina), la tincion fluorescente con Sypro Ruby (1-10 ng de proteina);
la tincion con azul de Coomassie Coloidal G-250 (8-50 ng de proteina) y la tincion

con azul de Coomassie R-250 (0.1-0.3 pg de proteina).

Adquisicién y analisis de imagenes: La adquisicién de las imagenes se realiza
con los instrumentos adecuados dependiendo del método de tincién elegido. Los
equipos comunmente usados son los densitbmetros y los escaneres de
fluorescencia. Todos ellos funcionan con un software de analisis disefiados para
detectar y cuantificar “spots” en las imagenes digitales, asi como para comparar y
analizar estadisticamente los geles de interés. Los softwares de analisis (PDQuest-
Bio-Rad; Decyder-GE) permiten analizar los geles teniendo en cuenta los siguientes

parametros: obtencion de la imagen digitalizada, adecuacion del tamafio y
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orientacion de la imagen, identificacion de las manchas de proteinas, comparacion y
determinacion de manchas coincidentes, y la evaluacion cualitativa, cuantitativa y

estadistica de los datos.

Andlisis de datos: Existe variacion cuando los niveles de expresion son alterados
en + 30% y se considera estadisticamente significativa si esta dentro del intervalo de
confianza del 95% (p<0.05). Para ello, se aplica el andlisis de expresion diferencial
mediante las pruebas t-student y ANOVA, para encontrar manchas que muestren
cambios significativos en sus niveles de expresion. ElI Analisis de Componentes
Principales que se usa para encontrar valores extremos o atipicos. El Analisis de
Patrones de Expresion que permite encontrar patrones en la variacion de expresion y
perfiles de expresion diferencial, y el Analisis Discriminante que busca las manchas
proteicas que permiten discriminar entre los grupos y crear “clasificadores” capaces

de asignar una muestra a un grupo determinado en funcién del perfil de expresion.

Andlisis de Patrones: También llamado andlisis de grupos (o andlisis de
“cluster”’) es una clasificacibn no supervisada que se basa en varias técnicas
estadisticas multivariantes. Su finalidad es dividir un conjunto de observaciones o
datos en grupos, de forma que los perfiles de los objetos en un mismo grupo sean
muy similares entre si y distintos de los perfiles de los objetos de grupos diferentes.
Es un proceso para agrupar objetos similares, para lo cual es necesario definir la
similitud a través de un método matematico: la distancia Euclidea, que da mas
importancia a las medidas de las variables, y el coeficiente de Pearson, en el que

tiene mas valor la tendencia que las medidas de las variables.

3.3.3. Espectrometria de Masas

La Espectrometria de Masas (EM) como técnica analitica es extremadamente
sensible, de gran versatilidad y cuyos campos de aplicacion experimentan un
crecimiento vertiginoso. Se basa en la separacion de especies cargadas mediante

un analizador de masas de acuerdo con su razdn masa/carga y posteriormente
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detectadas como corrientes iGnicas, cuyas intensidades son proporcionales a sus

abundancias respectivas (Karas et al., 1988).

Espectrémetros de masas

Figura 7. Esquema de los elementos que integran un espectrometro de masas.
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Fuente de lonizacion: La EM cuenta con gran variedad de fuentes de ionizacion;
la introduccion de las técnicas de ionizacion suaves (MALDI, ESI) permiten el andlisis
de biopolimeros. En la ionizacién utilizando una fuente MALDI (Fig. 8) el analito se
mezcla con una matriz (acido a-ciano-hidroxicindmico, &cido sinapico, etc) y
seguidamente, pulsos de un laser inciden sobre la disolucién sélida. La excitacion de
las moléculas de la matriz origina el calentamiento de los cristales y conduce a la
sublimacién localizada y la expansién en fase gaseosa de la matriz y la muestra. La
matriz absorbe la mayor parte de la energia incidente y minimiza el dafio de la
muestra. El proceso de ionizacion implica la transferencia protdnica en fase gaseosa
desde las moléculas de matriz fotoionizadas a las moléculas de la muestra. Otros
procesos de ionizacion sugeridos incluyen las reacciones ion-molécula y la desorcion

de iones preformados.
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Figura 8. Fuente de ionicazio6n MALDI.
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Fuente: Moral, 2007

Analizador de masas: Los iones son separados y enfocados hacia el detector de
acuerdo con el valor m/z mediante un analizador de masas; estos pueden ser de tipo
magnético, cuadrupolares, trampa de iones o un tubo de tiempo de vuelo (Time-Of-
Flight, TOF), etc. En un equipo con analizador TOF (Fig. 9), los iones son extraidos
en pulsos de la fuente de ionizacion y acelerados para lograr la uniformidad de la
energia cinética antes de que entren al analizador. Posteriormente, los iones con
movimiento rectilineo uniforme atraviesan el tubo de vacio y el tiempo necesario para
atravesarlo (tiempo de vuelo) depende de la razén m/z de cada ion. Los analizadores
TOF son muy sensibles pero presentan baja resolucién espectral, no obstante se
emplea un reflectron (reflector i6nico electrostatico) que incrementa la resolucion
espectral a expensas de la sensibilidad y la limitacion en el alcance de masas. Los
analizadores TOF son directamente compatibles con las técnicas de ionizacion por

pulsos, siendo ampliamente utilizada la EM MALDI-TOF.

Detector de masas: La detecciéon dependerd del tipo de analizador utilizado.
Cuando la separacion se realiza de forma secuencial con base en la razén m/z el
espectro de masas completo se registra en el dominio del tiempo a través de un
detector puntual. Por su parte, un analizador que separa iones en el espacio, permite
gue su arribo al detector pueda ser registrado de forma simultanea mediante un
detector compuesto. En dependencia del analizador, los espectrometros de masas
pueden utilizar detectores puntuales, compuestos 0 ambos. Los detectores en su
funcionamiento emplean multiplicadores electronicos; un ién positivo o negativo

proveniente del analizador y registrado en el dinodo de conversion, causa la emision
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de particulas secundarias, que son aceleradas e impactan al catodo con suficiente
energia que al chocar con las paredes internas emiten electrones. Los electrones
pasan al multiplicador electronico e impactan nuevamente las paredes causando una
cascada de electrones, que finalmente origina una corriente medible al final del

multiplicador electronico, proporcional a la abundancia de cada ion.

Figura 9. Representacién esquematica de un espectrometro de masas. A) MALDI-TOF. B) MALDI-
TOF-TOF.
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Fuente: Moral, 2007.

Identificacién de proteinas mediante datos de EM

La EM proporciona medidas muy precisas de la masa molecular y la carga de las
proteinas o péptidos en una muestra. El analisis de proteinas intactas proporciona
informacion rapida y valiosa sobre el perfil proteico de una muestra, aunque para
identificar una proteina no es préactico basarse Unicamente en su relacién m/z, pues
existen factores que hacen variar la masa real de una proteina respecto a la masa
tedrica de la base de datos. Ademas, cuanto mayor es la masa de una proteina
menor es la exactitud de la medida. El uso de analizadores de masas en tandem
utilizando ionizacion ESI 6 MALDI (p. ej. ESI-triple-cuadrupolo; ESI-Qq-TOF; MALDI-
TOF-TOF), permite determinar la secuencia de aminoéacidos (total o parcial) de un
péptido ya que se fragmenta de modo predecible al colisionar con un gas

(disociacion inducida por colisién-CID); los espectros de fragmentacion de tan solo
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unos pocos péptidos son suficientes para la identificacién de la proteina de forma

inequivoca.

Tripsinizacion: Se han desarrollado estrategias complementarias para la
identificacion de proteinas, como la “huella peptidica”. Esta técnica se basa en las
medidas de las masas de los péptidos obtenidos tras la digestion enzimética de una
proteina. La tripsina es la proteasa mas comunmente utilizada; su corte altamente
reproducible en el extremo C-terminal de los residuos de lisina y arginina permite
identificar la proteina mediante la comparacion de los valores de masa peptidica
medidos con los valores calculados en la digestion virtual de todas las proteinas en la
base de datos. La fiabilidad de este método depende de varios factores, entre ellos la
precision en la medida de la masa de los péptidos, el niumero de proteinas presentes
en la muestra digerida, el tamafio de la proteina digerida y la calidad de las bases de
datos empleada.

Busqueda en bases de datos: Tras la adquisicion de los datos, éstos son
enfrentados a las bases de datos. Existen sistemas de puntuaciéon como el algoritmo
denominado Molecular Weight Search o “MOWSE”, cuyo objetivo es compensar los
problemas potenciales a la hora de registrar los valores m/z de los péptidos. Los
programas informaticos que analizan los datos generados por EM (Mascot,
ProFound, etc), evaltan y ordenan los resultados de acuerdo con estos sistemas de
puntuacion al comparar los valores m/z obtenidos experimentalmente con los datos
tedricos de las bases de datos. Durante el proceso de busqueda es necesario
considerar la cantidad de posibles errores cometidos por la tripsina durante la
fragmentacion, la tolerancia en los valores m/z y el rango taxonémico de la busqueda
pues estos parametros influyen en el proceso de puntuacion y por ende en los

resultados de la busqueda.
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3.4. Antecedentes en neuroproteémica

Actualmente los avances en los andlisis protedmicos permiten estudiar las
multiples vias neurales que describen el comportamiento, la cognicion y la respuesta
del sistema nervioso a las enfermedades (Pusch et al., 2003). Los analisis
protedmicos hacen parte de estudios relacionados con aprendizaje y memoria,
ansiedad, dafio cerebral, isquemia, adicciones, enfermedades neurodegenerativas,
depresion, desorden bipolar, epilepsia, tumores cerebrales, entre muchos otros
procesos cerebrales, con el fin de elucidar cambios en la expresion de las proteinas
gue participan en los mecanismos moleculares que describen estos procesos (Sowell
et al., 2008; Supawadee, 2007; Nielsen, 2005;). En este aspecto, los mapas
protedmicos cerebrales constituyen los datos de referencia para analizar la expresion
diferencial de proteinas asociadas al desarrollo, a la edad, a los cambios de
comportamiento o a los desoérdenes neurodegenerativos (Alzheimer, Parkinson,
Huntington) (Li-Rong, 2004; Nielsen 2005; Sorolla, 2008).

Los mecanismos moleculares relacionados con la edad del cerebro humano han
sido analizados mediante estudios protedmicos, basados en 2D SDS-PAGE, de
tejido cerebral post-morten, y ha permitido hallar diferencias en la expresién de
proteinas con funcién antioxidante en el cerebro (Wen, 2003). Por otra parte,
estudios con modelos animales han establecido perfiles de proteinas del cerebelo de
ratas en desarrollo y ratas adultas, identificando cerca de 3000 manchas proteicas en
geles bidimensionales; 67 proteinas fueron marcadores de comparaciéon entre los
proteomas del cerebelo de ratas en desarrollo (0, 3, 7, 14, 21 dias post-natal)
mostrando aumento en la abundancia a medida que el cerebelo maduraba, asi se
establecio que 29 proteinas estan involucradas en el desarrollo del sistema nervioso
central (Morrison, 2002).

Igualmente, el enfoque comparativo de los andlisis proteGmicos realizados post-
morten a tejidos cerebrales de pacientes con enfermedad de Alzheimer y proteomas
de tejido cerebral control (pacientes de la misma edad) revelaron que 37 proteinas

50



Estudio protedmico del efecto de la cicloheximida sobre la memoria originada por la exposicion al laberinto en cruz elevado

Capitulo 3: Técnicas Moleculares

son expresadas significativamente de forma diferente. Estas proteinas estan
implicadas en el metabolismo de carbohidratos, el transporte de lipidos, la respuesta
al estrés, la neurotransmision y muchas de ellas participan en la patogénesis de la
enfermedad (Morrison, 2002). Analisis proteémicos post-morten del estriado y la
corteza de cerebral de pacientes con enfermedad de Huntington comparados con
proteomas de muestras controles (misma edad y sexo), mostraron incremento en la
expresion de proteinas de antioxidacion celular (defensa antioxidante) (Sorolla,
2008). Ademas, el uso de ratas transgénicas ha permitido analizar la respuesta del
proteoma hipocampal a la expresion de proteinas mutantes presentes en formas

familiares de la enfermedad de Alzheimer (Vercauteren, 2004).

En los estudios de comportamiento relacionados con baja o alta ansiedad,
utilizando el LCE, los andlisis del proteoma cerebral de ratones selectivamente
criados han mostrado diferencias cuantitativas y cualitativas en la expresion de
proteinas. En estos estudios se destaca la mayor expresion de la enzima glioxilasa-I
en diversas regiones del cerebro en los animales de baja ansiedad. Esta proteina
esta presente en los glébulos rojos, lo cual ha creado la posibilidad de analizar su
expresion en pacientes con transtorno de ansiedad (Kromer, 2005; Ditzen, 2006;
Thornalley, 2006). Asi mismo, lineas de ratas Wistar que han sido criadas
selectivamente con comportamiento relacionada a baja o alta ansiedad se han usado
para encontrar correlaciones neurobiolégicas mediante analisis 2D-PAGE de rasgos
de ansiedad (Salome, 2004).

Por otro lado, se ha determinado que los hipocampos dorsales derecho e
izquierdo, de ratas machos Wistar bajo criterio de aprendizaje en el LCE o sometidas
a situacion de estrés en la prueba de nado forzado, presentan diferencias en el
namero de proteinas detectadas, siendo mayor en la region hipocampal derecha
(Guerrero, 2012; Hernandez, 2010; Piccoli et al., 2007). Asimismo, en estudios que
incluyen EM, se identificaron 41 proteinas con diferencias entre el hipocampo
derecho y el hipocampo izquierdo de ratas machos adultas Sprague Dawley. Estas

proteinas participan en el metabolismo celular, en el transporte de vesiculas, en la
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estructura del citoesqueleto y en el procesamiento de proteinas (Samara et al.,
2011).

Ademas, el andlisis reveld que la region derecha contiene alta abundancia de
enzimas relacionadas con el metabolismo celular y la region izquierda tiene mayor
concentracion de proteinas localizadas principalmente en los astrocitos. Por medio
de inmunotransferencia, se confirmé que algunas proteinas especificas como
dinamina-1, DRP2 y sinapsina-1, se expresan en mayor proporcion en la region
derecha. Finalmente, con base en la abundancia de proteinas especificas se
propone que, bajo condiciones normales, el hipocampo derecho juega un papel
principal en la sinapsis y el hipocampo izquierdo cumple con un rol neuro-protector
(Samara et al., 2011). Dicha asimetria encontrada en las ratas, a pesar de que no se
puede extrapolar a los humanos, permite un mayor entendimiento del desarrollo

saludable del cerebro y las enfermedades que lo afectan.

52



Estudio protedmico del efecto de la cicloheximida sobre la memoria originada por la exposicion al laberinto en cruz elevado

Capitulo 4: Materiales y Métodos

“Las recompensas y los castigos pueden ser muy eficaces en el cambio del
comportamiento. Pero, al mismo tiempo, se puede crear una adiccion a las
recompensas y castigos”

Barry Schwartz

Capitulo 4
MATERIALES Y METODOS

53



Estudio protedmico del efecto de la cicloheximida sobre la memoria originada por la exposicion al laberinto en cruz elevado

Capitulo 4: Materiales y Métodos

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Analisis comportamental

Animales

El manejo de los animales se realiz6 de acuerdo con las normas cientificas
y técnicas establecidas por la Ley 84 de 1989 (Cap. IV, Art. 23-26) y la
Resolucién 8430 de 1993 (Tit. IV, Art. 83-93) del Ministerio de Salud, nhormas que
rigen el uso de animales vivos en experimentacion e investigacion. Ademas, se
conté con la aprobacion del comité de bioética de la Universidad Industrial de

Santander.

Se emplearon 96 ratas Wistar machos entre 8-10 semanas de edad con pesos
comprendidos entre 260-300 gramos, procedentes del bioterio de la facultad de
Salud de la Universidad Industrial de Santander. Las ratas fueron distribuidas
aleatoriamente en grupos de seis animales y colocadas en cajas Vvivero
(50x30x15cm) (Fig. 10) bajo las siguientes condiciones ambientales: temperatura
de 21 £1 °C, humedad relativa de 65 +5 %, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas,
agua y alimento de acceso libre. Las ratas se manipularon durante 1 min por tres
dias consecutivos previos a los experimentos en el LCE, con el objetivo de crear un

ambiente familiar con el investigador y los procedimientos posteriores.

Figura 10. Ratas Wistar dispuestas en su caja vivero.
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Laberinto en cruz elevado

El laberinto en cruz elevado (LCE) que se utilizd es un dispositivo de
madera con cuatro brazos dispuestos ortogonalmente; dos brazos cerrados (BC)
con paredes laterales de 40 cm de altura y dos brazos abiertos (BA) con un pequefio
borde acrilico de 2 cm de altura .Cada brazo mide 50 x 12 cm y todo el aparato se

encuentra elevado 50 cm sobre el suelo (Fig. 11).

Figura 11. Disefio del laberinto en cruz elevado.
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Fuente: Célis, 2008.

Diseno experimental

Con el fin de evaluar el efecto de la administracion sistémica de la cicloheximida
(CHX) en los procesos de adquisicién y consolidacion de la memoria originada por la
exposicion al LCE, se empled el protocolo de re-exposicion utilizando un disefio
experimental 23; se consideraron tres variables, cada una con dos niveles de analisis
(Tabla 1). Para cada variable se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones:
en la variable “farmaco” se considerd la administracion de solucion salina (SS 0.9%)
como control y la administracion de CHX (3 mg/Kg) como inhibidor de la sintesis de
proteinas. En el caso de la variable “tiempo de inyeccion” la administracion previa a
la primera sesién (Pre S1) permite evaluar los efectos de la CHX sobre la etapa de
adquisicion de informacion y la administracion inmediatamente después de la primera
sesion (Post S1) permite evaluar el efecto de la CHX sobre la etapa de consolidacion
de la informacién. La administracion del farmaco se hizo de forma intraperitoneal

(i.p.). lgualmente, en la variable “intervalo entre sesiones”, es decir, el tiempo que
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pasa entre la sesion 1 (primera exposicion) y la sesion 2 (re-exposicion) permite
hacer una evaluacion de la memoria en funcion de la clasificacion temporal; el tiempo
de 3 h implica la ventana temporal de la memoria a corto plazo, la cual no requiere
de la sintesis de proteinas; y el tiempo de 24 h permite tener una aproximacion a la
formacién de la memoria a largo plazo, la cual si requiere de la sintesis de proteinas

para ser establecida.

Tabla 1. Variables y niveles del disefio experimental

Variable Niveles
Farmaco SS CHX
Tiempo de la inyeccion Pre S1 Post S1
Intervalo entre sesiones 3h 24 h

Procedimiento experimental

Los animales fueron trasladados a la sala de habituacion tres dias previos a la
primera sesion experimental bajo las mismas condiciones ambientales utilizadas en
el bioterio y manipulados durante 1 minuto cada dia. Las ratas fueron asignadas
aleatoriamente en ocho grupos de trabajo, cantidad de grupos resultantes del disefio
experimental (Fig. 12), con un tamafio de muestra de doce animales. Valor que de
acuerdo a las observaciones del grupo de neurociencias es el tamafio de muestra
gue evidencia variaciones comportamentales. De acuerdo con el diseiio experimental
y con el objetivo de evitar condiciones de estrés por aislamiento se consider6 que los
animales de una misma caja fueran asignados al mismo grupo, de esta forma, a cada

grupo experimental le correspondieron dos cajas de animales.

La exposicion al LCE se llevd a cabo durante la fase de luz entre las 13:00 y
18:00 horas bajo iluminaciéon de 300 lux. Para ello, se realizaron 16 jornadas de
experimentacion, trabajando con una caja por dia, de acuerdo al disefio
experimental. Cada animal fue pesado, colocado en la plataforma central del

laberinto de cara a uno de los BC y se permitio su exploraciéon libre durante cinco
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minutos en cada sesion. La experiencia de cada animal en el laberinto fue registrada
a través de un sistema de grabacién y monitoreada desde un cuarto adyacente a la
sala de experimentacion. Una vez finalizo el tiempo de la exposicion al laberinto, se
regresé el animal a la caja vivero habiendo sido previamente identificado. Después

de cada exposicion se limpio el laberinto con solucion de etanol al 10% v/v.

Figura 12. Disefio del procedimiento experimental.
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Registro de datos comportamentales

El comportamiento de los animales en su actividad exploratoria dentro del
laberinto esta descrito por movimientos espacio-temporales. Por lo cual, el LCE se
dividio en 13 zonas; 3 zonas en cada brazo y una zona central (Fig. 13). Esta
distribucion constituye la metodologia estandar para el registro de datos en el
laboratorio de neurociencias y comportamiento, UIS. Se basa en el principio de la
no lateralidad espacial de la rata frente a la exploracion libre del LCE; lo cual
indica, que estadisticamente la rata no tiene preferencia en la exploracion de un
brazo del mismo tipo respecto al otro ubicado al lado opuesto del primero. Cada
video fue observado y las posiciones en las que estuvo el animal fueron registradas.

Para ello, se colocé una plantilla con la distribucion del laberinto arriba mencionada
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sobre la figura del laberinto en el video y se registraron las posiciones utilizando el
algoritmo PROSTCOM. Este programa permite introducir la posicion en la que se
encuentra el animal de acuerdo con la distribucion de los brazos tomando como
paradmetro del movimiento de una zona a otra cuando el animal cruza con las cuatro

patas.

Figura 13. Distribucién de los brazos del laberinto para el registro de datos espacio-temporales.
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Fuente: Celis, 2008.

Analisis de datos comportamentales

Los datos de comportamiento, especificamente las variables clasicas como los
valores absolutos y relativos de las entradas a los BAs, el tiempo de permanencia en
los BAs, los BCs y la plataforma central del laberinto fueron evaluados mediante
pruebas de correlacion y regresion lineal comparando los datos de la segunda sesién
frente a los datos de la primera sesién, con el fin de hallar variaciones en el
comportamiento durante la segunda sesion por efecto de la cicloheximida en
términos del tiempo entre sesiones (3 0 24 h). También se efectuaron pruebas de
ANOVA de dos vias para determinar que variables afectan significativamente el
comportamiento de los roedores durante la segunda sesién. Finalmente, los datos de
comportamiento se correlacionaron con los datos de intensidad de los spots de

proteinas de interés seleccionados.
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4.2. Analisis de corticosterona

La toma de muestras de sangre para cada uno de los animales se realizé cinco
minutos después de concluida la segunda sesién de exposicion al LCE. Los animales
fueron decapitados y se tomaron 4 mL de sangre desde el cuello. Cada muestra fue
centrifugada a 3500 g durante 15 minutos. Una vez separado el plasma del contenido
celular sanguineo se procedié a pipetear 0,5 mL en un eppendorf previamente
congelado y marcado. Las muestras se almacenaron a — 20°C hasta la realizacion
del experimento. Una vez obtenidas las muestras, mediante la prueba de ELISA se
determind la concentracion de corticosterona utilizando el kit “corticosterone
rat/mouse ELISA”. Para la lectura de la absorbancia se emple6 el lector Ultramark,

Microplate Imaging System (BioRad, 2002) y el software Microplate Manager 5.2.1.

La ELISA para corticosterona se realizdé de acuerdo con las instrucciones del kit, el
cual constaba de una placa de 96 pozos de polietileno. Las muestras se
descongelaron gradualmente. En cada pozo fueron colocados 10 pL de calibrante o
muestra, y mezclados con 100 pL de buffer de incubacion y 50 pyL de enzima
conjugada (corticosterona conjugada con peroxidasa). Se dejo en incubacién durante
2 h con agitacion a temperatura ambiente. Seguidamente, se descart6é el contenido
de los pozos y se lavaron con solucion de lavado en cuatro ocasiones. Se
adicionaron 200 pL de solucién del sustrato (TMB y H,0O,) y se incub6 por 30 min sin
agitacion en la oscuridad. Finalmente, se adicionaron 50 pL de solucién de parada y
la placa se colocdé en el equipo de lectura (ELISA) para realizar la lectura de

absorbancia a 450 nm.

Posteriormente se graficd la relacion absorbancia/concentraciéon con los valores
estandar de la curva arrojados por la lectura del plato y se calculé la concentracion
de las muestras ajustando los valores de absorbancia a la linea de tendencia
logaritmica obtenida a partir de la grafica. Los datos de la concentracion de
corticosterona en el plasma sanguineo (ng/mL) fueron evaluados con pruebas t-

student, para comparar las concentraciones entre grupos.
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4.3. Analisis de transcriptos

Parte de las muestras de los hipocampos derechos e hipocampos izquierdos fue
tratada para aislar el RNA. Los tejidos fueron pesados y colocados en un tubo
eppendorf que contenia 500 pL del reactivo TRl Reagent (promega) y se homogenizo
mediante agitacion en vortex a 1200 rpm. Seguidamente, se sigui6 el protocolo del
proveedor para la extraccion y conservacion del RNA. La pureza, calidad, y
concentracion del RNA fue determinada mediante un equipo NanoDrop 2000.
Finalmente fueron amplificados los transcriptos del exén | (Forward primer
CAGGACAGCAAAGCCACAAT,; reverse primer GCCTTCATGCAACCGAAGTA) y el
exén Il (Forward primer TACTTCATCCAGTTCCACCAG; reverse primer
TGGACGTTTGCTTCTTTCAT) del BDNF. El proceso de RT-PCR se realizd
mediante multiplex empleando el kit de RT-PCR de promega, usando un
termociclador PT-100 (Bio-rad) mediante el protocolo de amplificacion indicado en la
tabla 2.

Tabla 2: Protocolo de amplificacion

capa Temeue Tempo e
Transcripcion 45 45.0 1
inversa 95 2.0 1

95 0.2
Amplificacion 60 0.5 45

68 1.0

68 7.0 1

4 End

4.4. Analisis proteomico

4.4.1. Preparacion de muestras

Los animales fueron sacrificados por decapitacidbn cinco minutos después de
finalizar la re-exposicion al laberinto; entre las 13:00-15:00 horas para los animales
cuyo intervalo entre sesiones fue de 24 h, y entre las 16:00-18:00 horas para los
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animales cuyo intervalo entre sesiones fue de 3 h. Se realizo la ruptura del craneo y

se extrajo el cerebro, el cual fue colocado sobre papel humedecido con solucion
salina (NaCl 0.9%) introducido en una caja de Petri enfriada sobre hielo seco. Se
efectu6é la diseccidn del hipocampo teniendo en cuenta la subdivision de los
hemisferios cerebrales: hipocampo derecho (HD) e hipocampo izquierdo (HI). Cada
muestra hipocampal fue colocada en un tubo Eppendorf de 1.5 mL que contenia
solucion salina con el objetivo de realizar un lavado previo y eliminar residuos de
sangre. Seguidamente, fue trasladado a otro tubo que contenia 500 pL de buffer de
lisis (anexo A) previamente pesado y marcado. Inmediatamente los tubos fueron
nuevamente pesados para determinar por diferencia la cantidad de tejido cerebral

extraido.

Solubilizacion de proteinas: Las muestras fueron homogenizadas mediante
agitacion en vortex a 1200 rpm durante aproximadamente 3 h. Posteriormente fueron
centrifugadas a 13.000 rpm, 4 °C, durante 20 min en la centrifuga THERMO IEC
CL31R Multispeed. De cada muestra se separaron 450 uL del sobrenadante y se
precipitaron las proteinas con acetona fria (-20°C) en relacion 1:4 muestra-solvente.
Después de la adicion del solvente, las muestras fueron sometidas a agitacion en
vortex a 500 rpm durante 5 min y se mantuvieron a -20°C durante 12 horas. El pellet
de proteina fue obtenido por centrifugacion a 10.000 g, 4°C, durante 10 min.
Seguidamente, los pellets fueron lavados con acetona (-20°C, 3 x 100 pL). Tras
cada lavado las muestras se mantuvieron durante 10 min en el refrigerador y se
centrifugaron nuevamente (10.000 g, 4°C, 10 min). Posteriormente los pellets se
dejaron secar al ambiente durante 10 min y finalmente se re-suspendieron en 100 uL

de buffer de lisis mediante agitacion en vortex a 1200 rpm durante 2 h.

Cuantificacion de proteinas: La concentracion de proteinas en cada muestra re-
suspendida de hipocampo dorsal (HD y HI) se determind mediante el ensayo de
Bradford (Bradford, 1976). Para esto, una curva de -calibracion fue realizada
utilizando patrones de albumina de suero bovino (fraction V, MERCK). Con el fin de

evitar alteraciones en los valores de las absorbancias debido a la presencia de los

61



Estudio protedmico del efecto de la cicloheximida sobre la memoria originada por la exposicion al laberinto en cruz elevado

Capitulo 4: Materiales y Métodos

componentes del buffer de lisis, este fue utilizado como blanco y medio de dilucién
de los patrones. Las absorbancias de los patrones y las muestras fueron medidas en
un espectrofotometro SHIMADZU UV-1800 utilizando el programa UV-Probe 2.33

(ver anexo B).

4.4.2. Electroforesis 2D-SDS-PAGE

Isoelectroenfoque (IEF): En el proceso se utilizaron tiras de gel inmovilizado
(IPG strips) de 17 cm de longitud, con un rango de pH 3-10 lineal (Bio-Rad). Estas
se rehidrataron durante 12-16 h por el método de rehidratacién pasiva, usando un
volumen de muestra de 300 pL compuesto por 1 mg de proteina y solucion buffer de
rehidratacion. Las muestras muy concentradas se diluyeron con buffer de lisis para
mantener constante la relacion del buffer de rehidratacion (1:1 muestra-buffer).
Finalmente, las tiras se corrieron en el Equipo de Isoelectroenfoque, Protean IEF cell
(Bio-Rad) bajo las condiciones indicadas en la tabla 3.

Tabla 3: Protocolo de corrida en el IEF

Etapa V?@?e Tiempo (min) Rimzzge
1 300 30
2 700 30
3 1000 30
4 1500 60
Lineal
5 2000 60
6 3000 60
7 7000 60
8 10000 60
Final 10000 %B%bga\f;a Rapida

Equilibracion: Las tiras de IEF fueron equilibradas mediante un proceso de
reduccion-alquilacion, para lo cual, fueron colocadas en bandejas de equilibracion y
se adicionaron 6 mL de buffer de equilibracion | (Anexo A), se agitaron a 60 rpm

durante 30 min; pasado este tiempo se retird el buffer | y se adicioné igual volumen de
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buffer de equilibracion Il (Anexo A), se agitaron a 60 rpm durante 30 min. Finalmente
las tiras se lavaron en buffer de corrido (Anexo A) para ser procesadas en el siguiente

paso de la separacion electroforética.

SDS-PAGE: Una vez que las proteinas se separaron en funcion de sus
propiedades eléctricas, se continud con la separacién en funcion del peso molecular
(PM) mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato sddico (SDS). Las tiras fueron colocadas sobre el gel se separacion y
estabilizadas con gel de agarosa. Junto a la tira de IEF se colocé un trozo de papel
“‘wick” humedecido con marcador de peso molecular. Para la separaciéon de las
proteinas se emplearon geles al 12 %T y fueron corridas a 150 V. Bajo estas
condiciones la corrida electroforética tardé aproximadamente 6 h. Para este proceso
se utilizé la camara Protean xi Cell (Bio-Rad), la cual emplea 1.5 L de buffer de

corrida, y una fuente de poder Power Pac HC (Bio-Rad).

Tincion de geles: La visualizacion de las proteinas se realiz6 mediante el método
de tincion con azul de Coomassie Coloidal (Anexo A) usando un shaker MAXQ
4450 (THERMO) con agitacién a 40 rpm durante todo el proceso. Brevemente, una
vez finalizada la corrida de SDS-PAGE el gel se sumergié en solucion de fijacion
durante 12 horas. Posteriormente, se lavé el gel con agua desionizada (3 x 10 min)
y se adiciond solucién de equilibracion, se agité durante 1 h. Transcurrido este
tiempo se agrego solucion de coloracién, gota a gota y manteniendo la agitacion,
sobre la solucion de equilibracion. Finalmente, el gel se mantuvo en agitacion
durante 12 horas. Para eliminar el exceso de colorante el gel se lavd con agua tipo
HPLC hasta obtener el mejor contraste entre las machas de proteinas y el

background (aproximadamente 24 horas).

Adquisicién y analisis de imagenes: Las imagenes de los geles fueron
obtenidas utilizando el escaner ChemBio (Bio-Rad) y analizadas mediante el
software PD-QUEST, version 8.0.1 (Bio-Rad). Este programa filtra, suaviza e

identifica las manchas de proteinas en la imagen del gel mediante la creacion de
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una representacion gaussiana en tres dimensiones de las manchas clarificadas.

Inicialmente, cada una de las imagenes fue depurada mediante alineamiento,
corte, arreglo de color y aplicacion del filtro “sal y pimienta” con un tamafio de

ventana de filtro (kernel) de 3 x 3.

El andlisis de las imé&genes se realizd generando cuatro experimentos
independientes en el programa PD-Quest teniendo en cuenta la regidon hipocampal
y el tiempo de inyeccidén. Cada uno de estos experimentos se subdividié en cuatro
grupos seleccionando las imagenes de acuerdo al farmaco utilizado y el tiempo de
intervalo entre sesiones (Tabla 4). En cada experimento el programa genera una
imagen maestra “master’” que reune todas las manchas, con una distribucion

gaussiana, identificadas en los geles que conforman cada grupo.

Con el objetivo de compensar las posibles variaciones entre geles debidas a
diferencias en la eficacia de la tincion, se aplicé el método de normalizacién
mediante el modelo de regresion local “Local Regression Model”, éste calcula una
curva en el diagrama de dispersion que minimiza la distancia a todos los puntos de
la grafica y asigna el factor de normalizacion para cada mancha. En seguida el
programa densitometra las manchas proteicas, o que permite obtener medidas del

nivel de expresiéon de cada una de ellas.

Tabla 4: Experimentos generados en el software PD-Quest.

Experimento Regidn Tr;?/rgcp;()dne Grupos n imagenes
1* HD Pre S1 SS 3h; SS 24h; CHX 3h; CHX 24h 24
2 HD Post S1 SS 3h; SS 24h; CHX 3h; CHX 24h 24
3* HI Pre S1 SS 3h; SS 24h; CHX 3h; CHX 24h 24
4 HI Post S1 SS 3h; SS 24h; CHX 3h; CHX 24h 24

*Se analizaron en la tesis de pregrado Ortiz, 2014

Una vez detectadas las manchas de proteinas en las imagenes de los geles de
cada experimento, se realizdé una revisidn pormenorizada de cada imagen con el
fin de verificar las manchas detectas y hacer correcciones en cuanto a: eliminacion

de artefactos detectados como manchas, adicion de otras manchas que no fueron
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inicialmente detectadas, correccién en los emparejamientos que el programa

automaticamente realiza desde el gel master con cada imagen del experimento. La
figura 14 muestra cada etapa del proceso de identificacion y comparacion de las

manchas de proteinas en el software PD-Quest.

Analisis de datos: Se realiz6 el Analisis de Expresion Diferencial para poder
trabajar con un conjunto de datos reducido que incluy6 solo aquellas manchas con
un valor p <0.05 en la prueba t-student y con niveles de expresion alterados en +
30% (es decir, las manchas que consideramos diferencialmente expresadas). Con
ese conjunto de datos se realiz6 el Analisis de Componentes Principales y se

efectuaron pruebas de correlacion con los datos de comportamiento.

4.4.3. Espectrometria de Masas

Digestion con tripsina “en gel”: Las manchas de proteinas seleccionadas de
acuerdo a los criterios establecidos y que eran visiblemente de facil manipulacion se
identificaron mediante la huella peptidica obtenida por Espectrometria de Masas
(MALDI-TOF). Para ello, las manchas proteicas fueron escindidas manualmente del
gel bidimensional y fueron destefiidas con acetonitrilo (50%) en bicarbonato de
amonio (Anexo A). Una vez se elimind el colorante las piezas del gel fueron
deshidratadas con acetonitrilo y seguidamente rehidratadas con solucion de Tripsina
(Promega) y se mantuvieron durante 12-16 horas a 37°C. Finalmente, se separo la
fraccion liquida, la cual contiene la mezcla de péptidos tripticos.

Obtencién de la huella peptidica: Se aplicé 1 yL de la mezcla de fragmentos
tripticos a 1 pL de solucién de la matrix, acido a-ciano-4hidroxicinnamico (HCCA),
cuya concentracion fue de 5 mg/mL en TA30 (ACN 30%, TFA 0.1%). La mezcla (2
pl) se deposito en un portamuestras MALDI “Stained Steel Plate” (Bruker-Daltonics) y
se dej6 cristalizar a temperatura ambiente. Los datos de MALDI-MS se obtuvieron de

forma manual en un espectrometro de masas MALDI Xtremeflex (Bruker-Daltonics),
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Figura 14. Representacion del proceso de andlisis mediante el programa PDQuest 2-D. A) Creacion
de un nuevo experimento. B) Deteccion de manchas. C) Vista general del experimento. D)
Emparejamiento de las manchas (las marcas verdes son manchas equivalentes en todos los
geles). E) Ejemplo del resultado obtenido tras el andlisis de los geles de un mismo grupo (grupo
consensus). F) Ejemplo del resultado obtenido tras el analisis de cada mancha en todos los geles
del experimento (Spot Review).
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en el Laboratorio de Espectrometria de Masas en el Parque cientifico Guatiguara de
la Universidad Industrial de Santander. Los espectros de masas fueron tomados en
el modo reflectron positivo, con frecuencia de laser de nitrogeno (337 nm) de 50 Hz,
con voltaje de aceleracion i6nica de 25 kV, tiempo de retardo de 140 ns y se

acumularon entre 500 y 1000 espectros individuales.

Andlisis de espectros y obtencion de la lista de datos m/z: El andlisis de los
datos de masas se llevo a cabo con el software flexAnalysis (Bruker-Daltonics). Para
obtener una mayor exactitud, los espectros MALDI-TOF se calibraron internamente
empleando como referencia sefiales de masa de fragmentos de Albumina Bovina
(BSA) con error en las masas peptidicas de 50 ppm. Se realiz6 la deteccion de los
valores m/z y se eliminaron los valores de masas contaminantes (tripsina,

queratinas, aductos de sodio o sefiales resultantes de la oxidacion de metioninas).

Busqueda en Mascot por huella peptidica: La lista de valores m/z obtenida para
cada espectro de huella peptidica de las proteinas procesadas fue introducida en
Mascot mediante la herramienta Biotools del software del espectrometro. En el
proceso de identificacion se restringieron los paradmetros de busqueda de la siguiente
forma; los errores de la tripsina fue limitado a uno, se utilizd la base de datos
swissprot; se restringido la taxonomia a mamiferos y la tolerancia en las masas
peptidicas fue de 100 ppm. A partir de esta informacion, la identificacién es

significativa con un score igual o superior a 60 puntos.
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“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado,
un esfuerzo total es una victoria completa”

Mahatma Gandhi

Capitulo 5
RESULTADOS
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5.1. Analisis del comportamiento en el LCE

A partir de los datos del registro de las posiciones en el LCE que se obtuvieron
mediante el programa computacional PROSTCOM, se analizaron las siguientes
variables de estudio: los valores absolutos del tiempo de permanencia en, la
plataforma central (TC), los brazos abiertos (TBA) y los brazos cerrados (TBC) del
laberinto. Ademas, se obtuvieron sus respectivos valores relativos: porcentaje de
tiempo en la plataforma central (%TC), porcentaje de tiempo en el brazo abierto
(%TBA) y porcentaje de tiempo en el brazo cerrado (%TBC). Igualmente, se
analizaron las frecuencias de entradas a cada uno de los brazos tanto en su valor
absoluto como relativo representadas por las siguientes variables: numero de
entradas al brazo abierto (EBA y %EBA) y nimero de entradas al brazo cerrado
(EBC y %EBC). Por otra parte, con el fin de evaluar la actividad locomotora de los
animales al interior del laberinto se considerd la variable cruzamientos (CRUZ).
Finalmente, para analizar la evaluacion del riesgo que realizan los animales se
consideré la variable representada por la frecuencia de transicién de la posicién 3 a
la posicion 4 (FL34) al interior del LCE.

Como andlisis inicial, se graficaron los valores promedios de cada una de las
variables descritas arriba (n=12, para cada animal se realiz6 el registro de datos por
triplicado) con su respectivo error estandar para interpretar las variables evaluadas
en los grupos experimentales de ratas. Los grupos controles fueron inyectados con
solucion salina (SS) y re-expuestos en dos tiempos entre sesiones (SS 3h y SS 24h).
Los otros grupos fueron tratados con cicloheximida (CHX) y re-expuestos en dos
tiempos entre sesiones (CHX 3h y CHX 24h). La exposicion al LCE se realizé en dos
sesiones (S1 y S2) cada una con duracion de 5 minutos. La administracion del
tratamiento (SS o CHX) se hizo via intraperitoneal (i.p.) inmediatamente después de
la primera sesion con el objetivo de analizar los efectos de la CHX sobre la fase de
consolidacion de la memoria. Adicionalmente, los datos obtenidos durante la S2

fueron analizados a través del paquete estadistico SIGMASTAT 3.5 utilizando la
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Figura 15: Andlisis de los parametros temporales. A) Valor absoluto del TBC. B) Valor relativo (%)
del TBC. C) Valor absoluto del TBA. D) Valor relativo (%) del TBA. E) Valor absoluto del parametro
TC. F) Valor relativo (%) del parametro TC.
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prueba t para las medidas paramétricas, y la prueba U de Mann Whitney para las no
paramétricas. Estas pruebas se realizaron con el propésito de comparar los
tratamientos SS y CHX y obtener evidencias estadisticas de su comportamiento en la
S2. Para ello se estableci6 un valor de p<0,05 como indicador de diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos comparados.

En la figura 15 se analizan los parametros temporales, en la figura 16 se muestran
graficados las entradas a los brazos del laberinto tanto en sus valores absolutos
como relativos y la figura 17 evidencia la actividad locomotora y la evaluacion del
riesgo mediante los parametros cruzamientos (CRUZ) y frecuencia de transicion de

la posicion 3 a la posicion 4 del laberinto (FL34), respectivamente.

5.2. ANALISIS DEL NIVEL DE CORTICOSTERONA

La toma de la muestra de sangre para cada uno de los animales se realiz6 en una
sala experimental diferente a la utilizada para la manipulacién y la evaluacion
comportamental, cinco minutos después de concluida la segunda exposicién al
laberinto. Por medio de la muestra de sangre tomada, se obtuvieron los niveles de
concentracion de corticosterona en plasma. La comparacion entre los niveles de los
grupos inyectados con SS o CHX, ya sea 30 min previos (Ortiz, Kristty 2014) o
inmediatamente después de la primera sesion, se presenta en la Figura 18. Un
analisis por medio de la prueba t-student demostr6 que no existieron diferencias
significativas entre los grupos que fueron tratados previamente a la primera sesién en
los niveles de concentracion de esta hormona. Sin embargo, si hay deferencias entre
los grupos inyectados post primera sesion. Lo cual indica que los animales

presentaron mayor nivel de estrés en este tratamiento.

71



Estudio protedmico del efecto de la cicloheximida sobre la memoria originada por la exposicion al laberinto en cruz elevado

Capitulo 5: Resultados

Figura 16: Frecuencia de entrada en cada tipo de brazo. A) Valor absoluto de las EBA. B)
Valor relativo (%) de las EBA. C) Valor absoluto de las EBC. D) Valor relativo (%) de las
EBC.
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5.3. ANALISIS DE LOS TRANSCRIPTOS DE LOS EXONES 1Y
Il DEL BDNF

Una vez procesadas las muestras del hipocampo, el ARN total fue extraido mediante
el reactivo TRl Reagent y cuantificado empleando el espectrofotometro NanoDrop
2000 (Thermo Scientific). La concentracion de ARN fue en promedio de 900 ug/L. La
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pureza del ARN fue evaluada mediante la relacion de lecturas de absorbancia a
280/260 nm, la cual es indicada por el equipo, y mediante la absorbancia directa a

260 nm. En todas las muestras se obtuvo ARN de alta calidad y alta pureza.

Figura 17: A) Valoracién de la actividad locomotora mediante el valor absoluto de los
cruzamientos (CRUZ) B) Valoracién de la evaluacién del riesgo mediante la frecuencia de

transicion de la posicién 3 a la 4.
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Figura 18: Evaluacion del nivel de corticosterona en los diferentes grupos experimentales,
inyectados con SS o CHX, previo a la S1 (PRE) o inmediatamente después de la S1 (POST)

y re-expuestas en dos intervalos entre sesiones (3h o 24h).
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Figura 19: Transcriptos de los exones | y Il del BDNF en la region derecha del hipocampo de
ratas Wistar. Los carriles 5 y 16 corresponden al marcador de pares de bases (Hyperladder
IV). Los demas carriles corresponden a los amplificados de las muestras del hipocampo
derecho; exdn | 144 bp, exon 11 115 bp.
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5.4. ANALISIS PROTEOMICO

5.4.1. Analisis 2D SDS-PAGE

Los geles bidimensionales de proteinas fueron digitalizados en el escaner
ChemBio y las imagenes se analizaron empleando el software PDQuest 8.0.1 de Bio-
Rad. Para ello se crearon cuatro experimentos de analisis en el programa, uno por
cada region hipocampal (HD, HI) y cada tiempo de inyeccion, previo a la primera
sesion (Ortiz, K. 2014) o post S1 agrupando las imagenes del mismo tratamiento y
tiempo de re-exposicion (SS3, SS24, CHX3, CHX24), seis imagenes en cada grupo

para un total de 96 imagenes (Tabla 5).
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Cada imagen fue inicialmente procesada (cortada, rotada, filtrada) y con el objetivo
de compensar las posibles variaciones entre geles debidas a diferencias en la
eficacia de la tincion, las imagenes fueron normalizadas mediante el modelo de
regresion local ‘local regression model”. Este modelo calcula una curva en el
diagrama de dispersion que minimiza la distancia a todos los puntos de la grafica y
asigna un factor de normalizacion para cada mancha. En seguida el programa mide
por densitometria la intensidad de las manchas proteicas, lo que permite obtener

medidas del nivel de expresion de cada una de ellas.

Tabla 5. Distribucién de las imagenes en los diferentes experimentos
EXPERIMENTOS
Tiempo de inyecciodn

PRE POST

Regién Hipocampal Regién Hipocampal

HD HI HD HI
Grupos n Grupos n Grupos n Grupos n
SS3 6 SS3 6 SS3 6 SS3 6
SS24 6 SS24 6 SS24 6 SS24 6
CHX3 6 CHX3 6 CHX3 6 CHX3 6
CHX24 6 CHX24 6 CHX24 6 CHX24 6

La deteccibn de spots se hizo bajo los siguientes parametros: smoothing,
empleando el filtro Power Mean 3x3; la eliminacion del fondo mediante la opcién
floating ball, la eliminacion de lineas verticales y horizontales mediante el parametro
streaking, todos con nivel de operacién de 65 unidades; se trabajé con nivel de
sensibilidad de 5.8462 y se considerd el modelo Gaussian fit para detectar los spots.
Establecidos los parametros, el programa crea una imagen maestra “master” de las
manchas asignandoles una distribucion gaussiana. Ademas, se asigndé una mancha
de referencia para originar un diagrama de ubicacién con coordenas (X,y) con el fin
de identificar las manchas coincidentes en cada uno de los geles de forma
automatica. No obstante, se realiz0 una revision manual pormenorizada, la edicion y
correccion de algunas de las manchas o de los emparejamientos detectados
automaticamente. Los analisis cualitativos, cuantitativos y estadisticos aplicando la
prueba t-student se realizaron respecto a la imagen “master” en cada uno de los

experimentos.
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Hipocampos derechos (HD)

A partir del experimento creado para el andlisis de los HD de las ratas inyectadas
post S1, se determind la cantidad de manchas en cada uno de los geles y se obtuvo
el gel master, el cual se consider6 como el protecoma general del HD bajo las
condiciones de este trabajo y se emple6 como referencia para comparar los

diferentes grupos analizados (Tabla 6).

Tabla 6: Resumen general - Hipocampo derecho

Nombre gel Grupo replica Spots Matched % Match 1° % Match 2° Coef corr

R11-0HD SS3 449 449 100 47 0.663
R11-1HD SS3 383 383 100 40 0.761
R11-2HD SS3 485 485 100 51 0.736
R11-3HD SS3 312 312 100 33 0.697
R11-4HD SS3 415 415 100 44 0.709
R11-5HD SS3 391 391 100 41 0.674
R9-0HD SS 24 488 488 100 51 0.784
R9-1HD SS 24 521 521 100 55 0.707
R9-2HD SS 24 508 508 100 54 0.661
R9-3HD SS 24 574 574 100 61 0.811
R9-4HD SS 24 418 418 100 44 0.721
R9-5HD SS 24 567 567 100 60 0.815
R12-0HD CHX 3 534 534 100 56 0.747
R12-1HD CHX 3 368 368 100 39 0.743
R12-2HD CHX 3 259 259 100 27 0.529
R12-3HD CHX 3 270 270 100 28 0.677
R12-4HD CHX 3 337 337 100 35 0.480
R12-5HD CHX 3 460 460 100 48 0.668
R10-0HD CHX 24 562 562 100 59 0.722
R10-1HD CHX 24 635 635 100 67 0.829
R10-2HD CHX 24 543 543 100 57 0.775
R10-3HD CHX 24 548 548 100 58 0.740
*R10-4HD CHX 24 817 817 100 86 1.000
R10-5HD CHX 24 353 353 100 37 0.593

*Gel de referencia para construir la imagen master
#Match de los spots del gel incluidos en el master

® Match de los spots del gel vs spots totales del master
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Hipocampos izquierdos (HI)

A partir del experimento creado para el andlisis de los HI, se determind la cantidad
de manchas en cada uno de los geles y se obtuvo el gel master que constituye el
proteoma general del HI, para analizar la expresion de proteinas en los diferentes

grupos experimentales (Tabla 7).

Tabla 7: Resumen general - Hipocampo lzquierdo

Nombre gel  Gruporeplica Spots Matched % Match 1% % Match 2°  coef corr

R11-0HI SS3 413 413 100 52 0.744
R11-1HI SS3 485 485 100 61 0.759
R11-2HI SS3 420 420 100 53 0.730
R11-3HI SS3 433 433 100 55 0.744
R11-4HI SS3 424 424 100 54 0.762
R11-5HI SS3 344 344 100 43 0.731
R9-0HI SS 24 492 492 100 62 0.788
R9-1HI SS 24 538 538 100 68 0.813
R9-2HI SS 24 569 569 100 72 0.759
R9-3HI SS 24 404 404 100 51 0.757
R9-4HI SS 24 568 568 100 72 0.787
R9-5HI SS 24 388 388 100 49 0.725
R12-1HI CHX 3 441 441 100 56 0.726
R12-2HI CHX 3 422 422 100 53 0.767
R12-3HI CHX 3 465 465 100 59 0.749
R12-4HI CHX 3 279 279 100 35 0.709
R12-5HI CHX 3 273 273 100 34 0.741
R10-0HI CHX 24 451 451 100 57 0.709
R10-1HI CHX 24 403 403 100 51 0.794
*R10-2HI CHX 24 687 687 100 87 1.000
R10-3HI CHX 24 353 353 100 45 0.676
R10-4HI CHX 24 374 374 100 47 0.750
R10-5HI CHX 24 464 464 100 59 0.748

*Gel de referencia para construir la imagen master
#Match de los spots del gel incluidos en el master

® Match de los spots del gel vs totales del master
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Comparacion HD vs HI

Cantidad total de “spots” detectados: Realizando un analisis consenso

por grupo experimental, se determind la cantidad total de manchas detectadas en
todos los geles de un mismo grupo. Los resultados de estos valores totales (Tabla 8)
se analizaron y evidencian que los grupos re-expuestos 24h para ambos tratamientos
(SS y CHX), e igualmente para ambos tiempos de inyeccion (pre y post) expresaron
un mayor numero de proteinas, respecto al grupo respectivo re-expuesto 3h

después.

Este aumento en el conteo de proteinas, incluso cuando se usa cicloheximida,
pudo darse como consecuencia de la experiencia en el LCE 0 como una respuesta
del organismo frente a la puncién realizada para administrar la SS o la CHX en los
grupos respectivos. No obstante, el aumento en el nUmero de proteinas cuando se
prolonga el tiempo entre sesiones puede ser referente de la fase de consolidacion del
aprendizaje originado en la primera experiencia, pues soporta la hipotesis que
establece como necesario una fase de sintesis de proteinas que consolida el

aprendizaje posterior al evento que lo origina (Bekinschtein, 2007).

Tabla 8: Cantidad de spots detectados en cada grupo (en todos los geles del grupo)

Tiempo de E— Tratamiento-tiempo (h) entre sesiones
egion
inyeccion 9 SS3 SS24 CHX3 CHX24 ASS24-SS3  ACHX24-CHX3
HD 587 685 614 764 98 150
Pre S1
HI 582 765 563 733 183 170
HD 575 629 548 629 54 81
Post S1
HI 563 643 590 660 80 70
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Analisis de correlacion de los “spots” detectados en cada grupo:

Se realiz6 un andlisis de correlacion lineal entre las manchas detectadas en los
diferentes grupos con el fin determinar cuédles manchas presentaban variaciones en
su nivel de intensidad en términos del grupo experimental, se calculé el coeficiente
de correlacion entre las comparaciones que se realizaron, al igual que los valores de
la pendiente y el intercepto. Se especificO un valor de diferencia del 30% en la
intensidad de las manchas entre los grupos comparados.

En la figura 19 se observan las correlaciones efectuadas, las lineas azul y roja
indican los limites considerados para no tener cambios en la expresion, aquellas
manchas que estuvieron fuera de estos limites fueron consideradas para analisis
posteriores. La linea verde indica la recta calculada por el modelo de correlacion
lineal. Las comparaciones realizadas se hicieron entre los grupos con el mismo
tratamiento variando el tiempo de re-exposicion (Fig. 19A y 19B) y seguidamente se
compararon teniendo en cuenta el mismo tiempo de re-exposicion variando el
tratamiento (Fig. 19C y 19D). Todos los analisis presentan un coeficiente de

correlacion mayor a 0.7 indicando un buen valor en este parametro de andlisis.

Analisis comparativos realizados entre los diferentes grupos y

regiones del hipocampo: Igualmente se realizaron comparaciones cuantitativas

(diferencias de +30%) y andlisis estadistico con la prueba t-student tomando como
significativas aquellas manchas con valor p<0.5. En la tabla 9 se observan la
cantidad de manchas diferentes cuando se compararon los diferentes grupos de
trabajo. De esta cantidad de manchas se seleccionaron aquellas que se consideraron
de facil manipulacién manual posterior y eran completamente identificadas como una
mancha sin alteraciones o0 superposicion con otras. Finalmente, se establecieron
cuales proteinas eran comunes entre las variaciones analizadas y se establecio el

grupo de proteinas que serian identificadas por MALDI-TOF MS.
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Figura 20: Andlisis de correlacion lineal realizados entre los grupos experimentales. A) SS3
(eje X) vs SS24 (ejey) B) CHX3 (eje x) vs CHX24 (eje y) C) SS3 (eje x) vs CHX3 (eje y)
D) SS24 (eje x) vs CHX24 (eje y).
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Tabla 9: Analisis comparativos entre los diferentes grupos

. Grupo de Spots Spots
Analisis i y )
) Tipo comparacion Totales Seleccionados*
realizado
A B HD HI HD HI
10 CHX3 CHX?24 49 16 3 2
o SS24 CHX24 37 22
Cuantitativo 033 (20 ot
| SS3 CHX 3 44 35 7 10
- M- SS3  SS24 28 11 35 2
e | CHX3 CHX?24 63 40 19 20
o SS24 CHX24 23 17 3 4
Cuantitativo
10 SS3 CHX 3 71 9 15
A = SS3 SS 24 76 24 29 9
CHX3 CHX24 72 14 45 11
o Prueba SS24 CHX24 22 40 8 20
Estadistico
t-student SS3 CHX 3 21 18 10 11
SS3 SS 24 97 97 58 36

*Spots que eran facilmente visibles y podian escindirse sin ambigtiedad

5.4.2. Analisis por Espectrometria de Masas MALDI-TOF

Proteinas identificadas por Espectrometria de Masas MALDI-TOF: De todas
las proteinas que presentaron variaciones en los andlisis cuantitativos, estadistico y
de correlacion lineal se seleccionaron alrededor de 106 manchas para su
identificacion por espectrometria de masas (MALDI-TOF). Cada mancha fue
escindida manualmente y procesada para obtener fragmentos tripticos y poder
identificarla mediante la huella peptidica. Los espectros de masas fueron obtenidos
en el equipo MALDI TOF XtremeFlex (Brucker Daltonics) y analizados en el software
FlexAnalysis (Brucker Daltonics), para finalmente obtener la lista de datos m/z. La
busqueda realizé mediante la herramienta Biotools del software, la cual constituye
una interfaz para el motor de busqueda Mascot. En el proceso de busqueda se

tuvieron en cuenta los siguientes parametros: Taxonomia — mamiferos, errores en el
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Tabla 10. Proteinas del hipocampo de ratas Wistar que mostraron variaciones durante el proceso de re-exposicion al LCE

N°

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19
20

21

22

23
24

25

26

27

SSP

5205
3204

3707

7202
7801

4104

7605
7301
4110

3107

4103

5701

0011

6108

1104

2008

6402

6304

8304
6505

4211

2107

2109
3111

2101

4301

4305

AC
Namero
Al1A5PO
A1A5Q6

B2DD29

B2GV91
B2RYUS8

D3Z8N2

D3ZF42
D3ZRW8
D3zS74

008839

035780

054960

P01355
P04636

P08025

P08503

P09606
POC279

P12346
P15429

P17764

P19234

P22288
P22288

P23363

P29321

P31000

ID_proteina

BORG5_RAT
SMK_RAT

BRSK1_RAT

LYRM2_RAT
LYRM1_RAT

RN187_RAT

SENP7_RAT
EKI2_RAT
OMA1_RAT

BIN1_RAT

BHE40_RAT

CAPON_RAT

CCKN_RAT
MDHM_RAT

IGF1_RAT

ACADM_RAT

GLNA_RAT
CPEB1_RAT

TRFE_RAT
ENOB_RAT

THIL_RAT

NDUV2_RAT

GCH1_RAT
GCH1_RAT

BDNF_RAT

EPHA8_RAT

VIME_RAT

Nombre completo

Cdc42 effector protein 1
Sperm motility kinase
Serine/threonine-protein kinase
BRSK1

LYR motif-containing protein 2
LYR motif-containing protein 1
E3 ubiquitin-protein ligase
RNF187

Sentrin-specific protease
Ethanolamine kinase 2
Metalloendopeptidase OMA1
Myc box-dependent-interacting
protein 1

Class E basic helix-loop-helix
protein 40

Carboxyl-terminal PDZ ligand
of neuronal nitric oxide
synthase protein
Cholecystokinin

Malate dehydrogenase,
mitocondrial

Insulin-like growth factor |
Medium-chain specific acyl-
CoA dehydrogenase,
mitochondrial

Glutamine synthetase
Cytoplasmic polyadenylation
element-binding protein 1
Serotransferrin

Beta-enolase

Acetyl-CoA acetyltransferase,
mitocondrial

NADH dehydrogenase
[ubiquinone] flavoprotein 2,
mitocondrial

GTP cyclohydrolase 1

GTP cyclohydrolase 1
Brain-derived neurotrophic
factor

Ephrin type-A receptor 8
(Fragment)

Vimentin

MW

(KDa)

411
74.7

85.7

10.4
14.4

26.9

118.1
45.4
57.7

64.7

45.9

55.8

13.0

36.1

17.6

46.9

43.0

62.0

78.5
47.3

45.0

27.7

27.2
27.2

28.5

41.6

53.8

pl

6.81
9.63

9.39

10.3
9.73

5.43

5.6
6.47
9.36

4.95

8.07

5.74

8.96
8.93

9.53

8.63

6.64
7.51

7.14
7.08

8.92

6.23

8.42
8.42

8.91

8.82

5.06

Score

41
49

54

60
57

57

47
42
41

40

53

36

62

39

63

63

111

40

48
91

59

67

56
41

80

39

46

Matches

11

18

15

14
11

10

Coverage

13
14

17

44
27

25

4
11
10

13

39

21

26

10

34

12

23
17

21

21

24

20

22

Funcién

Regulacién

Enzimatica

Enzimatica

Apoptosis
Ubiquitinacion

Ubiquitinacién
Enzimatica

Regulacién

Regulacién

Transcripcion

Regulacion

Enzimatica

Regulacion

Enzimatica

Enzimatica
Traduccion

Transporte

Enzimatica

Enzimatica

Transporte

Transcripcién

Enzimatica

Neuroplasticidad

Neurogenesis

Estructural
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
39
40
41

42

43

44

45

46

a7
48
49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59
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4103
1107
2003
5601
1001
5103
5101
4409
4404
5105
6102
6104
4309

5304

4204

3001

2105

4613

4306
5202
5203

6502

7205

2106

6201

7304

4609

2303

4307

4610

6605

P35280
P35704
P35704
P35745
P37377
P39069
P45352
P45352
P47860
P47973
P48500
P52020
P52020

P54283

P57790

P59647

P61214

P62813

P62916
P63326
P70615

P85834

P85970

Q00981

Q02527

Q32Q06
Q32Q90
Q3B8Q1

Q498M5

Q4v8B5

Q4VSF9

RABBA_RAT
PRDX2_RAT
PRDX2_RAT
ACYP2_RAT
SYUA_RAT
KAD1_RAT
TYSY_RAT
TYSY_RAT
K6PP_RAT
TTP_RAT
TPIS_RAT
ERG1 RAT
ERG1 _RAT

CACB1_RAT

KEAP1_RAT

FXYD5_RAT

ARL4A_RAT

GBRA1_RAT

TF2B_RAT
RS10_RAT
LMNB1_RAT

EFTU_RAT

ARPC2_RAT

UCHL1_RAT

MGAT3_RAT

AP1M1_RAT
APOP1_RAT
DDX21_RAT

SH3R2_RAT

CC116_RAT

HSDL2_RAT

Ras-related protein Rab-8A
Peroxiredoxin-2
Peroxiredoxin-2
Acylphosphatase-2
Alpha-synuclein

Adenylate kinase isoenzyme 1
Thymidylate synthase
Thymidylate synthase
6-phosphofructokinase type C
Tristetraprolin
Triosephosphate isomerase
Squalene monooxygenase
Squalene monooxygenase
Voltage-dependent L-type
calcium channel subunit beta-1
Kelch-like ECH-associated
protein 1

FXYD domain-containing ion
transport regulator 5
ADP-ribosylation factor-like
protein 4A
Gamma-aminobutyric acid
receptor subunit alpha-1
Transcription initiation factor 1B
40S ribosomal protein S10
Lamin-B1

Elongation factor Tu,
mitochondrial (Fragments)
Actin-related protein 2/3
complex subunit 2

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme L1
Beta-1,4-mannosyl-glycoprotein
4-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase
AP-1 complex subunit mu-1
Apoptogenic protein 1,
mitocondrial

Nucleolar RNA helicase 2
Putative E3 ubiquitin-protein
ligase SH3RF2

Coiled-coil domain-containing
protein 116

Hydroxysteroid
dehydrogenase-like protein 2

23.8
21.9
21.9
10.9
14.5
21.7
35.3
35.3
86.6
34.3
27.3
64.6
64.6

65.9

70.8

19.3

22.7

51.9

35.3
18.9
66.8

49.9

34.5

25.2

62.6

48.7

23.0

86.5

80.7

60.4

58.6

9.15
5.34
5.34
9.3
4.74
7.66
6.01
6.01
6.95
8.8
6.89
8.72
8.72

6.2

6.04

8.85

9.26

9.34

8.67
10.2
5.16

7.23

6.84

5.14

8.75

6.82

10.1

9.39

9.85

9.46

5.85

65
62
69
44
74
67
48
35
82
45
80
35
39

64

57

57

41

80

50
50
56

62

92

168

45

41

39

43

29

46

51

A O O N 00 00 O O

[y
N

10

10

15

11

20
20
22
45
a1
30
18
10
14
11
58

11

13

24

16

22
12
15

15

24

51

20

17

20

16

Transporte
Enzimatica
Enzimatica
Enzimatica
Regulacion
Enzimatica
Enzimatica
Enzimatica
Enzimatica
Transcripcién
Enzimatica
Enzimatica

Enzimatica

Transporte

Transcripcién

Transporte

Transmision de

sefales
Transporte

Transcripcion
Estructural

Estructural

Traduccion

Regulacion

Ubiquitinacion

Enzimatica

Transporte
Apoptosis
Transcripcién

Ubiquitinacién

Enzimatica
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60

61

62

63
64
65
66

67

68

69

70

72

73

74

75

76

77

78

79
80
82
83
84

85

86

87

88
89

90
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4308 QA4VSl4 UBP7_RAT
4314  Q53E76 GTDC1_RAT
1004 Q5BK18 NARFL_RAT
3206 QS5BKC9 NGEF_RAT
3103 Q5EGY4 YKT6_RAT
4102 Q5EGY4  YKT6_RAT
4504 Q5HZA6  PPCEL_RAT
1302 Q5J2D6 GGNB1_RAT
4106 Q5M818 RM16_RAT
2104 Q5M965 THG1 RAT
4101 Q5M9GO DCTD_RAT
4403 Q5PPF5  ZGPAT_RAT
4717 Q5U2Y1  GTF2I_RAT
5407  Q5XIK2 TMX2_RAT
5806 Q5XIS8 MID51_RAT
5102 Q62868 ROCK2_RAT
0007 Q63053 ARC_RAT
3202 Q63147 HEMO_RAT
5802 Q63630 RHOXS5_RAT
2309 Q63679 KDM3A_RAT
0006 Q63754 SYUB_RAT
4105 Q642B2 ZN672_RAT
3101 Q64632 ITB4_RAT
5807 Q66HC1 TDRD3_RAT
7210 Q6AXX6  F213A_RAT
5804 Q6AXZ2 LRC46_RAT
5204  Q6IFU7 K1C42_RAT
4405 Q6MG81 FKBPL_RAT
4107 Q6TA25 FGOP2_RAT

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 7
Glycosyltransferase-like
domain-containing protein 1
Cytosolic Fe-S cluster
assembly factor NARFL
Ephexin-1

Synaptobrevin homolog YKT6
Synaptobrevin homolog YKT6
Prolyl endopeptidase-like
Gametogenetin-binding protein
1

39S ribosomal protein L16
Probable tRNA(His)
guanylyltransferase
Deoxycytidylate deaminase
Zinc finger CCCH-type with G
patch domain-containing
protein

General transcription factor -1
Thioredoxin-related
transmembrane protein 2
Mitochondrial dynamics protein
MID51

Rho-associated protein kinase
2

Activity-regulated cytoskeleton-
associated protein
5-aminolevulinate synthase,
erythroid-specific, mitochondrial
Homeobox protein Rhox5
Lysine-specific demethylase 3A
Beta-Synuclein

Zinc finger protein 672

Integrin beta-4

Tudor domain-containing
protein 3

Redox-regulatory protein
FAM213A

Leucine-rich repeat-containing
protein 46

Keratin, type | cytoskeletal 42
FK506-binding protein-like
FGFR1 oncogene partner 2
homolog

129.4

45.1

53.8

81.5
22.4
22.5
84.5

41.2

29.0

35.2

20.4

56.6

110.7

34.2

51.7

161.4

45.6

65.6

23.2
1375
145
54.0
200.5

73.2

25.7

36.3

50.5
38.3

29.4

5.31

6.25

6.09

5.85
6.44
6.44
6.08

5.78

10.3

8.44

8.11

5.32

6.38

9.06

8.04

5.69

5.35

8.42

5.83
8.32
4.48
9.59
5.6

9.31

9.19

5.13

5.09
6.53

5.58

47

42

54

54
64
63
40

48

82

45

48

40

37

46

48

45

62

46

61
33
86
41
52

54

46

53

54
42

38

12

12

13

27

18
26
18
11

11

22

12

11

21

10

13

10

17

35
13
16

25

16

13
21

20

Ubiquitinacién

Enzimatica

Transcripcién

Neurogenesis
Transporte
Transporte

Proteolisis
Diferenciacion
Traduccion
Transcripcién

Enzimatica

Transcripcién

Transcripcion

Regulacion

Regulacién

Transmision de

sefiales

Neuroplasticidad

Enzimatica

Transcripcién
Transcripcién
Estructural

Transcripcién

Estructural

Transcripcién

Regulacion

Estructural

Enzimatica

Regulacion
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1214 Q6XFR6 GLPC_RAT Glycophorin-C 10.5 4.97 49 2 34 Estructural
39S ribosomal protein L14, )
2103 Q7MOE7 RM14_RAT . . 16.0 10.8 67 5 65 Traduccion
mitocondrial
Calcineurin B homologous
7302 Q810D1 CHP2_RAT . 225 5.34 48 9 54 Transporte
protein 2
Sodium channel and clathrin
1108 Q8CJ99  SCLT1_RAT . 80.6 5.98 47 4 5 Transporte
linker 1
BTB/POZ domain-containing o
7403 Q8R4G8 KCTD1_RAT . 29.7 6.6 84 7 28 Transcripcion
protein KCTD1
Interleukin-11 receptor subunit Transmision de
3205 Q99MF4  111RA_RAT 47.3 8.07 54 4 13
alpha sefiales
Kinase D-interacting substrate o
4708 Q9EQG6 KDIS_RAT 197.2 6.26 68 9 4 Neurogénesis
of 220 kDa
1306 Q9EQN5 SMBP2_RAT DNA-binding protein SMUBP-2 109.4 8.85 45 4 3 Transcripcién
COMM domain-containing
1101 Q9ERR2 COMD5_RAT . 24.6 6.66 56 3 16 Diferenciacion
protein 5
Inositol hexakisphosphate S
5402 Q9ESMO IP6K1_RAT . 50.0 6.79 65 7 21 Enzimatica
kinase 1
1114 Q9JHS6  ASIC4_RAT Acid-sensing ion channel 4 59.3 6.99 43 7 8 Transporte
7306 Q9JJ31 CUL5_RAT Cullin-5 91.4 8.08 45 11 14 Ubiquitinacion
1201 Q9QZP1 GEMI2_RAT Gem-associated protein 2 30.9 5.37 65 7 13 Transcripcién
o ) Transmision de
7203 Q9WTY2 REM2_RAT GTP-binding protein REM 375 7.21 51 6 21 .
sefiales
Pro-FMRFamide-related »
4505 Q9WVA9 NPFF_RAT . 13.1 9.69 32 2 14 Regulacion
neuropeptide FF
4707 Q9Z1E1l FLOT1_RAT Flotillin-1 47.8 6.71 45 5 17 Regulacion

rompimiento de la tripsina — 1, Modificaciones fijas — Alquilacion de la Cys con
iodoacetamina, tolerancia en la masa de los péptidos — 100 ppm. En la Tabla 10 se
relaciona la informacion de todas las proteinas seleccionadas con variaciones en el
proceso e identificadas por la huella peptidica. De acuerdo a la taxonomia fijada se

obtuvieron resultados significados con un score mayor o igual a 61 puntos.

Las proteinas de la tabla 10, las cuales se encuentran sefialadas (circulo rojo) en
la figura 21 pueden ser clasificadas en diferentes grupos funcionales. En la figura 20
se observa que principalmente estas proteinas desempefian funciones enzimaticas
(27 proteinas), seguida por proteinas que participan en el proceso de transcripcion
(17 proteinas), pasando por funciones de regulacion, transporte, traduccion,

neuroplasticidad y en menor cantidad proteinas asociadas a los procesos de
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apoptosis, neurogénesis y protedlisis. Esto evidencia la complejidad del sistema

nervioso a la hora de interpretar y almacenar la informacién a partir de las

experiencias previas y su posterior modulacién para enfrentar situaciones similares.

Figura 21: Funciones de las proteinas que presentaron variaciones y fueron identificadas mediante la
huella peptidica por MALDI-TOF

28 Funciones de las proteinas identificadas
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5.4.3. Analisis de factores

Las proteinas identificadas (Tabla 10) se analizaron junto a las variables de
comportamiento mediante analisis de factores (correlacion de Pearson) con el fin de
establecer la relacion entre la expresibn de proteinas y los resultados del
comportamiento. En la tabla 11 se muestran los diferentes factores generados,
indicando las proteinas y parametros de comportamiento que estan correlacionados.
Los factores fueron creados realizando un enfoque diferencial entre las regiones del

hipocampo.
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Figura 22: Imagen master originada de la comparaciéon de los hemisferios cerebrales HD y HI. Sobre
la imagen estan marcados los spots que presentaron variaciones significativas y eran facilmente
escindidos del gel. El numero de cada spots corresponde al cédigo SSP designado por el programa
PD-Quest. (ver informacion de cada proteina identificado en la tabla 10).
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Tabla 11: Proteinas identificadas y agrupadas por factores en cada regién del hipocampo

HIPOCAMPO DERECHO

FACTOR 1
SSP Nombre completo Funcion
4106 39S ribosomal protein L16 Traduccion: Forma parte de la subunidad grande del RNAr.
. Regulacién: Contribuye con el sistema de control de calidad
S dizEllop il ese Ol mitocondrial, el metabolismo de lipidos y la temperatura corporal.
Voltage-dependent L-type calcium Transporte: Contribuye a la funcion del canal de Ca modulando la
5304 . N .
channel subunit beta-1 inhibicion de proteina G.
1101 COMM domain-containing protein 5 Transduccion d_e s_gnales. Regula la activacion de NF-Kappa B, un
factor de transcripcion.
7203 GTP-binding protein REM Transduc_clon de s_en’a_le_s: Enlaza GTP hasta saturacion y exhibe
baja velocidad de hidrdlisis.
3205 Interleukin-11 receptor subunit alpha Transduccion de s_enale_s': Rec_eptor parz_;\’lnterleukm-ll, involucrado
en procesos de proliferacion y diferenciacion.
3202 5-aminolevulinate synthase, erythroid- Enziméatica: Cataliza la reaccién Succinyl-CoA + glycine = 5-
specific, mitochondrial aminolevulinate + CoA + CO2 en la membrana mitocondrial.
7210 Redox-regulatory protein FAM213A Regul_acmn: Participa en la regulacion redox celular, actia como
antioxidante.
FACTOR 2
SSP Nombre completo Funcion
0006 Beta-Synuclein Neuroplasticidad: Participa en los procesos de plasticidad sinaptica.
— ) Neuroplasticidad: Regula la morfologia celular y del citoesqueleto.
0007 Activity regulatec_j cytoskeleton Requerida para consolidar la actividad sinaptica y la consolidacion de
associated protein
la MLP.
1001 Alpha-synuclein Regulacion: Puede partlmpar en la regulacion de liberacion y
transporte de dopamina.
4609 Apoptogenic protein 1, mitochondrial Apoptosis: Participa en la regulacion de la ap6ptosis.
5804 Leucine-rich repeat-containing protein 46  No identificada.
CRUZ Variable del nimero de cruzamientos en la actividad exploratoria al interior del LCE
EBA Variable del nimero de entradas al brazo abierto del LCE
EBC Variable del niUmero de entradas al brazo cerrado del LCE
%EBA Variable del valor relativo del nimero de entradas al brazo abierto del LCE
%TBA Variable del valor relativo del tiempo de permanencia en el brazo abierto del LCE
TBA Variable del tiempo de permanencia en el brazo abierto del LCE
FACTOR 3
SSP Nombre completo Funcioén
4308 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 Ubiquitinaciéon: Regula la hidrolisis de la ubiquitinacion de proteinas
marcadas.
4405 FK506-binding protein-like Regulacion: Estabiliza la protéina p21 al enlazarse a Hsp90 y p21.
5802 Homeobox protein Rhox5 Transcripcion: posible factor de transcripcion regulado por el
desarrollo.
Enzimatica: Cataliza la reaccion 2-phospho-D-glycerate =
6505 Beta-enolase phosphoenolpyruvate + H20.
5102 Rho-associated protein kinase 2 ‘I:E:Iﬁllg}atlca: Regulador en el citoesqueleto de actina y la polaridad
Putative E3 ubiquitin-protein ligase Ubiquitinacién: Inhibe la actividad fosfatasa de PPP1CA, la cual
4307 g - s
SH3RF2 participa en la plasticidad sinaptica a largo plazo.
5202 40S ribosomal protein S10 Estructural: Componente de la subunidad ribosomal 40S.
6502 Elongation factor Tu, mitochondrial Biosintesis de proteinas: Promueve el enlace dependiente de GTP

(Fragments)

del aminoacil-tRNA a el sitio A de los ribosomas.
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TIEMPO

FACTOR 4

SSP

7205

2303
2309

4717

7403

3101

3707

4409

6605

7302

7304

FACTOR 5
SSP
1114
1302
2105
5101

7605

%TC

TC

Variable del tiempo entre sesiones (3h, 24h)

Nombre completo

Actin-related protein 2/3 complex subunit
2

Nucleolar RNA helicase 2

Lysine-specific demethylase 3A

General transcription factor II-1

BTB/POZ domain-containing protein
KCTD1

Integrin beta-4
Serine/threonine-protein kinase BRSK1

Thymidylate synthase

Hydroxysteroid dehydrogenase-like
protein 2

Calcineurin B homologous protein 2

AP-1 complex subunit mu-1

Nombre completo

Acid-sensing ion channel 4
Gametogenetin-binding protein 1
ADP-ribosylation factor-like protein 4A
Thymidylate synthase

Sentrin-specific protease

Funcion
Regulacién: Actia como enlazante de actina del complejo Arp 2/3, el
cual regula la polimerizacion de actina.

Transcripcién: Cofactor para la transcripcion activada por JUN.

Transcripcidn: Juega un rol central en el codigo de las histonas.

Transcripcién: Interactiia con la maquinaria basal de la transcripcion
al coordinar la formacién del complejo multiproteinico en el promotor
C-Fos.

Transcripcién: Puede reprimir la actividad transcripcional de los
miembros de la famila AP-2.

Estructural: Juega un rol estructural critico en las interacciones
focales entre celulas.

Enziméatica: Juega un rol clave en la polarizacion de las neuronas.

Enzimatica: Contribuye en la via biosintetica de thymidylato
mitocondrial.

Enzimatica: Tiene actividad deshidrogenasa no esteroidal.

Transporte: Es un cofactor integral en la regulacién del pH celular.

Transporte: Desempefia un papel en seleccion de proteinas en la red
trans-Golgi (TGN) y endosomas.

Funcion
Transporte: Canal i6nico con alta afinidad por el sodio.
Diferenciacion: Induce la fragmentacion mitocondrial.

Transmision de sefiales: Proteina que enlaza GTP.

Enzimatica: Contribuye en la via biosintética de thymidylato
mitocondrial.

Ubiquitinacién: Proteasa que deconjuga SUMO2 y SUMO3 de
proteinas especificas.

Variable del valor relativo del tiempo de permanencia en la zona central del LCE

Variable del tiempo de permanencia en la zona central del LCE

HIPOCAMPO IZQUIERDO

FACTOR 1

SSP

4106

4110

5304

4308

4101

4103

4104

Nombre completo
39S ribosomal protein L16

Metalloendopeptidase OMA1

Voltage-dependent L-type calcium
channel subunit beta-1

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7
Deoxycytidylate deaminase
Class E basic helix-loop-helix protein 40

E3 ubiquitin-protein ligase RNF187

Funcién

Traduccion: Forma parte de la subunidad grande del RNAr.

Regulacion: Contribuye con el sistema de control de calidad
mitocondrial, el metabolismo de lipidos y la temperatura corporal.
Transporte: Contribuye a la funcién del canal de Ca modulando la
inhibicion de proteina G.

Ubiquitinacién: Regula la hidrolisis de la ubiquitina de proteinas
marcadas.

Enzimatica: Suple los sustratos nucleotidicos para la thymidylate
sintetasa.

Transcripcién: Actua como represor transcripcional.

Ubiquitinacion: Actua como un coactivador de la expresion de genes
mediado por JUN.
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Transcripcidn: Involucrada en la regulacion transcripcional.

Enzimatica: Juega un rol principal en el metabolismo de cuerpos
cetonicos.

Estabilizadora: Se encuentra unidad a algunos organelos.

Transcripcién: Actua como represor transcripcional.

Enzimatica: Participa en el proceso de glicolisis. Cataliza la reaccién
ATP + D-fructose 6-phosphate = ADP + D-fructose 1,6-bisphosphate.

No identificada

Funcién

Transduccidn de sefiales: Regula la activacion de NF-Kappa B, un
factor de transcripcion.

Enzimatica: Participa en la regulacion redox eliminando peroxidos.

Transduccion de sefiales: Enlaza GTP hasta saturacion y exhibe
baja velocidad de hidrdlisis.

Neuroplasticidad: Participa en los procesos de plasticidad sinaptica.

Neuroplasticidad: Regula la morfologia celular y del citoesqueleto.
Requerida para consolidar la actividad sinaptica y la consolidacion de
la MLP.

Regulacién: Puede participar en la regulacion de liberaciéon y
transporte de dopamina.

Transporte: Regula la actividad del canal de sodio al anclar a clathrin.

Transcripcién: Juega un papel importante en el splicing de pre-
ARNmM celulares

Estructural: Juega un rol importante al ayudar a mantener la
propiedades de la membrana.

Traduccion: Puede formar parte de 2 intersubunidades en el
ensamble de ribosomas.

Transporte: Participa en la regulacion de canales ionicos.
Enzimatica: Participa en la regulacién de la homeostasis de la energia
celular.

Transcripcién: Involucrada en la regulacion post-transcripcional.

Enzimatica: Participa en el metabolismo de carbohidratos. Cataliza D-
glyceraldehyde 3-phosphate = glycerone phosphate.

Enzimatica: Participa en la biosintesis de esterol. Cataliza Squalene
+ NADPH + 02 = (3S)-2,3-epoxy-2,3-dihydrosqualene + NADP+ +
H20.

Funcién

Regulacién: Estabiliza la protéina p21 al enlazarse a Hsp90 y p21.

Transcripcion: posible factor de transcripcién regulado por el
desarrollo.

Enzimatica: Cataliza la reaccién 2-phospho-D-glycerate =
phosphoenolpyruvate + H20.

Transporte: Canal ionico con alta afinidad por el sodio.

Regulacion: Actua como enlazante de actina de el complejo Arp 2/3,
el cual regula la polimerizacién de actina.

Transcripcion: Actua como un regulador transcripcional.

Capitulo 5: Resultados

4105 Zinc finger protein 672

211 A(_:etyI-CoA_ acetyltransferase,
mitochondrial

4305 Vimentin
Zinc finger CCCH-type with G patch

4403 . -~ .
domain-containing protein

4404 6-phosphofructokinase type C

4610 Coiled-coil domain-containing protein
116

TTO Variable del tratamiento administrado a los roedores (SS, CHX)

FACTOR 2

SSP Nombre completo

1101 COMM domain-containing protein 5

1107 Peroxiredoxin-2

7203 GTP-binding protein REM

0006 Beta-Synuclein
Activity-regulated cytoskeleton-

0007 - -
associated protein

1001 Alpha-synuclein

1108 Sodium channel and clathrin linker 1

1201 Gem-associated protein 2

1214 Glycophorin-C

2103 39S ribosomal protein L14, mitochondrial
FXYD domain-containing ion transport

3001
regulator 5

5103 Adenylate kinase isoenzyme 1

5105 Tristetraprolin

6102 Triosephosphate isomerase

6104 Squalene monooxygenase

FACTOR 3

SSP Nombre completo

4405 FK506-binding protein-like

5802 Homeobox protein Rhox5

6505 Beta-enolase

1114 Acid-sensing ion channel 4

7205 g\ctln—related protein 2/3 complex subunit

1306 DNA-binding protein SMUBP-2

4204 Kelch-like ECH-associated protein 1

Transcripcidn: Tiene actividad transcripcional.
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5203

5701

5807

7306

FACTOR 4

SSP

5102

2303
2309

4717

7403

4504

4613

5601

5806

7801

FACTOR 5
SSP
5205

5402

CRUZ
EBA
EBC
%EBA
%TBA
TBA
TBC
%TC
TC

Lamin-B1

Carboxyl-terminal PDZ ligand of neuronal

nitric oxide synthase protein

Tudor domain-containing protein 3

Cullin-5

Nombre completo
Rho-associated protein kinase 2
Nucleolar RNA helicase 2

Lysine-specific demethylase 3A

General transcription factor -

BTB/POZ domain-containing protein
KCTD1

Prolyl endopeptidase-like

Gamma-aminobutyric acid receptor
subunit alpha-1

Acylphosphatase-2
Mitochondrial dynamics protein MID51

LYR motif-containing protein 1

Nombre completo
Cdc42 effector protein 1

Inositol hexakisphosphate kinase 1

Estructural: Componente de la capa fibrosa de la lamina nuclear.

Regulacién: Participa en la regulacion de la sintesis de NO neuronal.

Transcripcidn: Participa como coactivador de la transcripcion y
regulador de la traduccion.

Ubiquitinacion: Componente de complejos que median la
ubiquitinacion.

Funcién

Enzimatica: Regulador en el citoesqueleto de actina y la polaridad
celular.

Transcripcidn: Cofactor para la transcripcion ativada por JUN.

Transcripcién: Juega un rol central en el codigo de las histonas.

Transcripcién: Interactua con la maquinaria basal de la trancripcién al
coordinar la formacion del complejo multiproteinico en el promotor C-
Fos.

Transcripcion: Puede reprimir la actividad transcripcional de los
miembros de la famila AP-2.

Proteolisis: Participa en la degradacion de proteinas, tiene actividad
endopeptidasa.

Transporte: Componente del receptor de GABA, inhibidor del sistema
nervioso.

Enziméatica: Cataliza un acylphosphate + H20 = a carboxylate +
phosphate.

Regulacioén: Participa en el fisiGn mitocondrial.

Apoptosis: Puede promover la proliferacion celular y la inhibicién de
apoptosis.

Funcién

Regulacién: Involucrado en la organizacion del citoesqgeleto de actina.

Enzimatica: Convierte inositol hexakisphosphate (InsP6) to
diphosphoinositol pentakisphosphate (InsP7/PP-InsP5).

Variable del nUmero de cruzamientos en la actividad exploratoria al interior del LCE

Variable del nimero de entradas al brazo abierto del LCE

Variable del nimero de entradas al brazo cerrado del LCE

Variable del valor relativo del nimero de entradas al brazo abierto del LCE

Variable del valor relativo del tiempo de permanencia en el brazo abierto del LCE

Variable del tiempo de permanencia en el brazo abierto del LCE

Variable del tiempo de permanencia en el brazo cerrado del LCE

Variable del valor relativo del tiempo de permanencia en la zona central del LCE

Variable del tiempo de permanencia en la zona central del LCE

Establecidos los factores de agrupamiento de las proteinas y las variables

comportamentales se realizd la verificacion de las variaciones cuantitativas y

estadisticas en los niveles de intensidad de las proteinas para establecer que

modificaciones presentaron. En las tablas 12 y 13 se indican los cédigos SSP de las

proteinas agrupadas en su respectivo factor con el tipo de variacion que presento.
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Tabla 12. Variaciones de las proteinas del hipocampo derecho agrupadas en factores
Cuantitativo [, Cuantitativo 2300 (+3.0 fo) 1.

Pruebat student

0.33 (-3.0 fold) -

A B A B
sSSP A CHX3 SS 24 SS3 SS3 CHX 3 SS 24 SS3 SS3 CHX 3 SS 24 SS3 SS3
proteina B CHX24 CHX24 CHX3 SS24 CHX24 CHX24 CHX3 SS24 CHX24 CHX24 CHX3 SS24
1101 X X
3202 X X X
3205
4106 X X
4110 X X
5304
7203
7210 X
0006
0007
2 1001
4609 X
5804
4307
4308
4405
5102
5202 X
5802
6502
6505 X X X
2303 X X
2309 X
3101 X
3707 X
4409
4 4717
6605 X
7205 X
7302
7304
7403
1114 X
1302
5 2105 X X
5101
7605 X

Factor

X X X X

X X X X X X
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Tabla 13. Variaciones de las proteinas del hipocampo izquierdo agrupadas en factores
Cuantitativo o Cuantitativo a0 caa tam |-

T, Prueba t student

A B 1nAI B
SSP A CHX3 SS 24 SS3 SS 3 CHX 3 SS 24 SS 3 SS 3 CHX 3 SS 24 SS 3 SS3
proteina B CHX24 CHX24 CHX3 SS24 CHX?24 CHX24 CHX3 SS24 CHX24 CHX24 CHX3 SS24
4101 X X
4103 X
4104 X
4105 X
4106
4110 X
1 4211
4305
4308 X
4403 X
4404 X
4610 X
5304
0006
0007
1001 X
1101
1107 X
1108
1201 X
1214
2103 X
3001 X
5103 X
5105
6102 X X
6104 X
1114 X
1306
4204
4405
5203
3 5701
5802 X
5807 X
6505 X
7205
7306
2303
2309
4504 X X
4613 X
4717
5102 X
5601
5806
7403
7801
5205
5402

Factor

xX X

X X X X

X X X X X X X X
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“La ciencia es incapaz de resolver los ultimos misterios de la naturaleza, porque en el
iltimo andlisis nosotros mismos somos parte de [a naturaleza,
es decir, del misterio que tratamos de resolver”

Max Planck

Capitulo 6
DISCUSION
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Con el objetivo de indagar los mecanismos moleculares asociados a la formacion
de la memoria durante una primera experiencia en el laberinto en cruz elevado y
basados en la teoria de la consolidacion, la cual argumenta que se requiere de la
sintesis de proteinas durante la formacion de la memoria; se planteé que el uso de la
CHX, modificaria el patron de comportamiento y la expresion de proteinas durante
una segunda experiencia en este modelo conductual. Asi, el enfoque protedémico
basado en electroforesis 2D seguido de espectrometria de masas (MALDI-TOF),
permitié construir mapas de proteinas del hipocampo de ratas (Fig. 21) e identificar
aquellas proteinas que presentaron diferencias significativas en funcién de las
variables de estudio: tratamiento, tiempo de inyeccion e intervalo de tiempo entre

sesiones (Tabla 10).

En el tratamiento se emple6é SS como control y CHX como inhibidor de la sintesis
de proteinas; en el caso de la evaluacion del tiempo de inyeccién se tuvo en cuenta
qgue los inhibidores de la sintesis de proteinas interrumpen la formacion de la
memoria si son administrados antes o inmediatamente después de un entrenamiento
y/o nueva experiencia, por lo cual se administré el tratamiento 30 minutos previos o
inmediatamente después de la S1, con el fin de evaluar las fases de adquisicion y
consolidacion de la memoria; finalmente, considerando la evaluacion del efecto del
tratamiento a corto y a largo plazo, se considerd la re-exposicion al laberinto con
intervalo de tiempo entre sesiones de 3h o 24h, para observar las variaciones en

términos de la memoria a corto y a largo plazo, respectivamente.

Cuando se usan los inhibidores de sintesis de proteinas se ha sugerido que, para
experimentos in vivo con este tipo de compuestos podria ser mas conveniente utilizar
vias de administracion sistémicas, pues a pesar de su falta de especificidad no
inducen apoptosis en el cerebro como suele ocurrir con tratamientos a nivel local
(Flint eta al., 2007). Por esta razoén, en el presente estudio la administracién de SS'y
CHX se hizo de forma sistémica empleando la via intraperitoneal (i.p.). En el estudio

y revision del uso de los inhibidores de la sintesis de proteinas, se encontré que
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dosis de 0,5 - 0,6 mg/kg, i.p. de CHX no son téxicas y reducen la sintesis de
proteinas en el cerebro alrededor de un 75% durante los primeros 20 minutos
después de su administracion; pasadas 12 horas se ha restaurado en su mayor parte
la capacidad de sintesis y su normalizacion es completa luego de las 48 horas (Luft
et al., 2004). El uso de dosis mas altas de CHX via i.p. como 1 mg/kg en ratas
sometidas a tareas espaciales en el laberinto de agua, demuestran un profundo
deterioro en la retencion de la informacion respecto al grupo control y a otro grupo
con dosis de 0,5 mg/kg. La dosis mas alta (1mg/kg) de CHX no se considerd toxica
ya que no se reportd un deterioro significativo a nivel locomotor o motivacional
(McGauran et al., 2008).

Igualmente, empleando la CHX para bloquear la sintesis de proteinas en el
hipocampo dorsal durante periodos de re-exposicion, se concluyé que la CHX puede
disminuir las consecuencias comportamentales del estrés. En este contexto, el
estudio de la administracion intraventricular (i.c.v.) de CHX en el hipocampo dorsal
de ratas machos Wistar, encontré6 que la CHX puede prevenir la reduccién en la
exploracion del laberinto en cruz elevado (LCE) después de haberles inducido estrés,
lo cual sugiere que la inhibicién de la sintesis de nuevas proteinas estaria atenuando

el comportamiento derivado de dicha emocion (Mendoca et al., 1998)

Por otra parte, el estudio de la tolerancia al efecto de farmacos ansioliticos ha
establecido que el OTT puede desarrollarse debido a la memoria derivada de la
experiencia previa que tiene el roedor en ciertos aparatos incluyendo el LCE. Para
ello, la actividad en el hipocampo dorsal estd implicada en la consolidacién de la
memoria a largo plazo, un proceso que requiere de la sintesis de proteinas. Sin
embargo, es desconocido si la interrupcion de la sintesis de proteinas en el
hipocampo dorsal puede prevenir este fendmeno y explicar por qué los animales no
responden a las benzodiacepinas durante la re-exposicion al LCE. En este contexto,
la administracion intrahipocampal de anisomicina, un inhibidor de la sintesis de
proteinas, en ambos hemisferios cerebrales ya sea 15 min previos o alas 0, 3, 6 h

después de la exposicion al LCE, demostré que la administracion de la anisomicina
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(80 ng) en tiempos cercanos a la experiencia, preservo el efecto ansiolitico del
midazolam (MDZ; 0.5 mg/kg, i.p.) en ratas re-expuestas al LCE 24 h después, lo cual
sugiere que la informacion consolidada por la sintesis de proteinas en el hipocampo

dorsal impacto sobre la respuesta del animal a éste farmaco (Gazarini et al., 2011).

En estudios que relacionan la formacion de la memoria durante la primera
experiencia en el LCE; uno de ellos plante6 evaluar el efecto de la CHX (1mg/kg, i.p)
sobre la memoria emocional y la expresion de proteinas en el hipocampo dorsal de
ratas wistar. La administracion de la CHX se hizo 15 min previos a la primera
exposicién y la re-exposicion 48 h después. El estudio concluyé que a nivel
comportamental el tratamiento con CHX no interrumpié la consolidaciéon de la
memoria asociada a la experiencia en el LCE. Por otro lado, los analisis protedmicos
comprobaron asimetria lateral entre los hemisferios hipocampales, detectando mayor
cantidad de proteinas en el hipocampo derecho. Ademas, se determind que el conteo
de proteinas en los hipocampos dorsales de las ratas expuestas al LCE fue mayor
gue en las ratas no expuestas, lo cual establece que la experiencia en el LCE lleva a

un aumento en la sintesis de las proteinas (Alvarez, 2012).

Ademas, en el estudio de los cambios generados por la CHX sobre la memoria a
largo plazo y el perfil protedmico del hipocampo dorsal de ratas expuestas al LCE, se
evalué el comportamiento de ratas wistar inyectadas con CHX (3 mg/mL, i.p.) 30
minutos previos a la primera experiencia y re-expuestas 3 h 6 24 h después, y
concluyé que las ratas disminuyen significativamente la exploracion en la segunda
experiencia. Esta disminucion fue mayor para los grupos tratados con la CHX y se
expone que este resultado se debe posiblemente a la disminucién de la actividad
locomotora originada por la administracion de la CHX. Los resultados sugieren que la
CHX no afecto la memoria a largo plazo, pero si afecto la actividad exploratoria del
animal (Ortiz, 2014).

El analisis de los parametros de comportamiento en el presente estudio empieza

con la figura 15, la cual muestra las graficas de las variables temporales y su relacion
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con cada grupo y la sesion de exposicidon. En la figura 15A se compara el TBC entre
la S1 y la S2 de los diferentes grupos experimentales, se observa que este
parametro es mayor durante la S2. Sin embargo, se esperaba que el comportamiento
durante la S1 fuese similar entre los diferentes grupos (sin diferencias significativas)
ya que la administracién del tratamiento (SS o CHX) se hizo posterior a esta sesion;
hecho que no se observa en el comportamiento de los animales del grupo CHX 3h,
pues el TBC durante la S1 es diferente a los otros tres grupos de estudio.
Igualmente, este patron se repite cuando se analizan los valores relativos del mismo
parametro, el %TBC (Fig. 15B).

El aumento del TBC tiene correspondencia con la disminucion del TBA durante la
S2. Se observa en la figura 15C que los animales salen a explorar los BAs cuando
fueron expuestos por primera vez al LCE; comportamiento que se esperaba en la S1
pues los roedores suelen explorar los ambientes novedosos como posible
mecanismo de evaluacién del riesgo (Conde et al, 2001; Bertoglio & Carobrez, 2000).
Nuevamente se esperaba que el TBA fuera homogéneo para todos los grupos; hecho
que solamente se observo para los animales de los grupos re-expuestos 24 h
después de la S1. Para los animales de los grupos re-expuestos 3 h después de la
S1 este pardmetro de comportamiento se encontré alterado; en el grupo CHX 3h el
TBA es mayor, mientras que en el grupo SS 3h es menor al compararlos con los
grupos re-expuestos 24 h. Esta observacion se mantiene cuando se analizan los
valores relativos del TBA (%TBA), indicando una posible alteracién en las
condiciones iniciales de la reactividad de los animales durante la primera exposicion

al laberinto.

No obstante, al comparar el TBA entre las dos sesiones (S2 vs S1) en cada grupo
experimental (Fig. 15C), se observa que hay una disminucion del TBA durante la S2
en todos los grupos. Esto hecho ha sido observado en muchos estudios durante la
fase de re-exposicion, incluso cuando se emplean benzodiacepinas durante la S2, lo

cual indica que la experiencia previa (S1) influye en la exploracion del BA durante la
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re-exposicion (S2). El perfil observado en los diferentes grupos al analizar el TBA se
vuelve a repetir en el parametro relativo, el %TBA (Fig. 15D).

Al evaluar el tiempo en la plataforma central del laberinto (TC), se observa (Fig.
15E) que el patron de comportamiento es similar en todos los grupos durante la S1y,
al igual que el TBA, la actividad en esta region del laberinto es reducida durante la S2
en los diferentes grupos indicando nuevamente disminucion en la actividad
exploratoria durante la re-exposicion. Este patron de comportamiento se repite en la
evaluacion de los valores relativos del tiempo en la plataforma central, %TC (Fig.
15F). Estas observaciones en los pardmetros temporales del comportamiento,
corroboran la inclinacién natural de los roedores a permanecer en los sitios cerrados,
ya gque les confieren mayor proteccion frente a peligros potenciales. En el caso del
LCE estos sitios corresponden a los BCs del laberinto. Este patrén de
comportamiento y la experiencia que tiene el animal durante la S1 establecen las
modificaciones conductuales observadas durante la re-exposicion, las cuales indican
disminucién en la actividad exploratoria del laberinto evitando los BAs, ya que

representan zonas de peligro potencial como espacios abiertos y alturas.

Al analizar los grupos tratados con solucién salina se observa en los parametros
temporales (Figuras 15A, 15C, 15E), que los valores en la S2 son reducidos cuando
la re-exposicion se realiza 24 h después. No obstante, se puede analizar que hay
una diferencia en funcién del intervalo entre sesiones, lo cual se planted para
encontrar diferencias entre la memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo. En
este contexto, se observa en el grupo re-expuesto 3 h después, no hay diferencia en
el TBA entre las sesiones; lo cual indicaria que el animal no tiene un procesamiento a
corto plazo que le permita reconocer los espacios de peligro y por ende, vuelve a
explorarlos. Por el contrario, cuando la re-exposicion es 24 h después, se presenta
una reduccion en la exploracion de este tipo de brazo, lo cual se interpreta como la
manifestacion del OTT y por lo tanto, se evidencia consolidacion de la informacion
aversiva adquirida durante la primera experiencia y el recobro de la memoria durante

la re-exposicion con el fin de evitar esta zona del laberinto.
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Por otro lado, se esperaba que, si la inhibicion de sintesis de proteinas interferia
con la consolidacion de la informacion asociada a la primera experiencia en el LCE,
en la S2 el grupo CHX presentaria un deterioro en la memoria a largo plazo que se
veria reflejado en una actividad exploratoria similar a la S1. Este comportamiento
estaria sustentado en que las ratas con una memoria deficiente, al ser re-expuestas
al LCE, no recordarian los sitios seguros y peligrosos, por lo cual explorarian
nuevamente los diferentes sitios del laberinto. Igualmente, los mismos parametros en
los grupos tratados con cicloheximida evidencian un efecto temporal; los animales re-
expuestos 3h después de la S1 mostraron actividad reducida durante la S2, caso
contrario a los animales re-expuestos 24h después de la S1, pues no se encontraron
diferencias significativas entre las dos sesiones, evidenciando un efecto amnésico de
la dosis suministrada (3 mg/Kg) con un intervalo entre sesiones de 24 h. Los

animales se comportaron de forma similar en ambas sesiones.

La figura 16A muestra las EBA y se observa que durante la S2 este pardmetro es
reducido al compararlo con la S1 en todos los grupos experimentales, lo cual indica
gue los roedores evitan entrar en este tipo de brazos durante la re-exposicion y
nuevamente se establece una modificacién en el comportamiento originada por la
experiencia previa que tienen los animales. Este patrén se repite en el valor relativo
de esta variable (%EBA, Fig. 16B). De igual forma, en la figura 16C se evidencia que
el numero de EBC disminuye en la S2 al compararla con la S1 del mismo grupo, este
comportamiento corrobora la inclinaciéon natural de los roedores a permanecer en los
sitios cerrados que les confieren mayor proteccién frente a sus depredadores. No
obstante el valor porcentual de las EBC (Fig. 16D), muestra un mayor valor en la S2,
hecho que se presenta al tener menor actividad el roedor durante esta sesion y por

ende el valor total de entradas es reducido.
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Los cruzamientos (CRUZ) disminuyeron en la S2 para todos los grupos
experimentales como se puede observar en la Figura 17A. Estos resultados son
atribuidos a la disminucion de la exploracion, la cual puede interpretarse como
disminucién de la actividad locomotora (Igaz, Vianna, Medina, & lzquierdo, 2002)
Especialmente en el grupo CHX 3h se observa que los animales se mantuvieron casi
totalmente inmoviles al interior del brazo cerrado, y por ende la actividad en los BA
fue completamente disminuida. Esto pudo deberse a un efecto quizds de
dolor/negativo causado por la CHX y que se mantuvo activo durante las 3 horas
siguientes a la primera experiencia afectando el comportamiento durante la re-
exposicion. No obstante los demas grupos manifestaron buena actividad locomotora,
evidenciandose una reduccion significativa durante la S2 al compararla con la S1 en

cada grupo experimental.

Al analizar la frecuencia de transicion desde la posicion 3 a la posicién 4 del
laberinto, pardmetro utilizado para investigar la evaluacion del riesgo que hace el
animal; se encontré que hay una disminucion en la S2 respecto a la S1 en todos los
grupos, lo cual estd directamente relacionado con la disminuciéon en el nUmero de

CRUZ y por ende en la menor actividad que tiene el animal durante la re-exposicion.

Adicionalmente, se emplearon regresiones multiples lineales para modelar la
relacion entre las variables independientes (tratamiento, sesion e intervalo entre
sesiones), con cada una de las variables dependientes: TBA, TC, %TC, EBA, %EBA,
CRUZ, TBC1-2, TBAl-2, TC1l-2, %TC1-2, CRUZ1-2, %EBA1l-2. Las variables
dependientes con asignaciones 1-2 corresponden a los valores de la S2. Se analiz6
cada variable dependiente frente a cada variable independiente y se encontré que
hay una relacion estadisticamente significativa (p<0.05) en los siguientes casos:

1. El tratamiento modifica las variables TBA y CRUZ1-2.

2. La sesion se relaciona ampliamente con las variables TBA, TC, %TC, EBA,

%EBA, CRUZ.
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3. El intervalo entre sesiones esta relacionado con las variables CRUZ, TBC1-2,
TBA1-2, TC1-2, %TC1-2, %EBA1-2, CRUZ1-2.

Los resultados obtenidos sugieren que las variaciones en el comportamiento de
los roedores se deben principalmente a la sesion y al intervalo entres sesiones y no
al tratamiento como se esperaba. En cuanto a la sesion, los cambios en los
parametros espacio-temporales son debidos al fenbmeno de OTT, pues como se
mencion6 antes hay disminucion en la actividad de los roedores durante la re-
exposicién. Hecho que se confirma con las variaciones debidas al intervalo entre
sesiones ya que muestra principalmente que estos cambios estan presentes en la
S2. El tratamiento empleado evidencia variaciéon en el TBA, sin embargo como se
evidencia en la figura 15C este cambio esta presente desde la S1 entre los grupos
siendo diferente en el grupo CHX 3h. No obstante, el tratamiento modifica el patron
de cruzamientos en la S2 indicando disminucion en la actividad locomotora del

roedor.

Estos resultados a nivel comportamental evidencian alteraciones en el
comportamiento de los diferentes grupos durante la primera sesidn, pues se
esperaba que las diferentes variables analizadas fuesen similares en todos los
grupos. En los grupos tratados con SS se reconoce el OTT después de 24 h entre
sesiones. En los grupos tratados con CHX, la re-exposicién a 3 h muestra un posible
dafio locomotor en los animales o una reaccibn negativa que perturb6 el
comportamiento de los animales. No obstante, los animales re-expuestos 24 h
después no evidencian OTT, lo cual podria interpretarse como una alteracién en el
proceso de consolidacion de la memoria. Esto conlleva a deducir que la
administracion via intraperitoneal de 3mg/kg de cicloheximida a ratas machos Wistar,
permitio evidenciar un efecto amnésico o deterioro significativo de la memoria

emocional asociada con la experiencia en el LCE.
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El analisis de las imagenes generadas a partir de las proteinas extraidas de las
regiones hipocampales (Fig. 20) permiti6 establecer cuales proteinas presentaron
modificaciones en su expresion por efecto de los parametros de estudio.
Comparaciones con datos publicados muestran que, de las proteinas identificadas
(Tabla 10) alrededor del 40% ya han sido reportadas por otros autores como
proteinas del hipocampo de rata (Fountoulakis et al., 2005). Basados en los
mecanismos moleculares que describen la formacion de la memoria se establece
que la accion de CaMKIl, via molecular que describe la fase temprana de la PLP, es
dependiente de la sintesis de proteinas y de la accion del factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF por sus siglas en ingles). El BDNF se asocia con las
contracciones de las espinas que se encuentran en alargamiento por la activacion
sinptica. En este aspecto, es ampliamente aceptado que la formacién de la memoria
a largo plazo depende de la sintesis de proteinas de novo del hipocampo y la
sefalizacion del BDNF durante o inmediatamente después de la adquisicion de las

memorias.

El BDNF es un producto de la sintesis de proteinas esenciales que se ha
convertido en uno de los mediadores moleculares mas potente, no sélo de la
plasticidad sinaptica central, sino también en las interacciones de comportamiento
entre un organismo y su medio ambiente. En este contexto, se ha encontrado que
doce horas después de la fase de adquisicibn en una tarea de aprendizaje
asociativo, hay una fase dependiente de la sintesis de proteinas y del BDNF en el
hipocampo de rata, lo cual es fundamental para la persistencia del almacenamiento
de la memoria a largo plazo (Bekinschtein et al., 2007). En el presente estudio se
encontré que el BDNF es modificado en su expresion; la mancha con SSP 2101
(Tabla 10) fue asignada a esta proteina con un score de 80 puntos, el cual es
significativo de acuerdo a los parametros de busqueda (sco = 60).

La identificacién del BDNF fue posible, pues se encontré que la modificacion en

esta mancha fue generada al comparar mediante la prueba t-student (p<0.05) los
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grupos control (SS3 vs SS24). No obstante, modificaciones en los grupos tratados
con CHX no fueron encontradas, quizas por efecto del proceso de inhibicion de la
sintesis de proteinas originado. Ademas, el BDNF no presentd correlacion con otras
proteinas o los parametros de comportamiento, pues no se hallé vinculado a ninguno

de los factores de agrupacién generados por el andlisis de correlacion de Pearson.

Igualmente en el andlisis de los transcriptos de los exones | y Il del BDFN no se
hall6 variacion significativa en su expresion entre ninguno de los grupos
experimentales. El gen del BDNF en rata consiste de ocho exones 5" no codificantes
y un exon 3" comun codificante de la proteina (Fig. 23). Once variantes del mRNA del
BDNF son generados por splicing alternativo. La expresion de los transcriptos del
BDNF exoén-especificos es regulado en las etapas del desarrollo y en las regiones

cerebrales tanto en ratas normales como en ratas estresadas (Lu-Yuan et al., 2008)

Figura 23: Representacion de los exones del BDNF. Superior: Gen en roedores. Inferior: Gen en

humanos.
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Fuente: Boulle et al., 2012.

Estos resultados permiten establecer que estas secuencias son transcriptas a sus
correspondientes ARNm, pero que su traduccion fue modificada por las condiciones
experimentales, pues al no existir variacion en el proceso de transcripcion para estos
exones, la inhibicion del proceso de traduccion por la CHX conlleva a que no se
generen diferencias de expresién entre los grupos tratados con el inhibidor en
funcién del intervalo entre sesiones (CHX3 vs CHX24) e incluso no se hallaron

variaciones entre los grupos con diferente tratamiento (SS3 vs CHX3; SS24 vs
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CHX24). La diferencia fue hallada entre los grupos control en términos del intervalo
entre sesiones (SS3 vs SS24), mostrando la posible participacion del BDNF en
respuesta a la experiencia que tiene el roedor en el laberinto y la formacién de su

correspondiente memoria.

Ademas, se ha concluido que el BDNF induce la transformacion de la fase
temprana de la PLP a la fase tardia, aun en presencia de inhibidores de la sintesis de
proteinas. Sin embargo, la expresion de BDNF es disminuida en animales inyectados
con cicloheximida, lo cual demuestra el rol de la sintesis de proteinas en la retencion
de la memoria junto con una posible relacién entre la sintesis de proteinas y la
expresion del BDNF hipocampal (Marie et al., 2008). Otros resultados indican que, en
el hipocampo de rata, existe una via de sefializacion in vivo para la sintesis de BDNF
mediada por p38 MAPK, la cual a su vez es activada por canales de calcio regulados
por voltaje y/o receptores de adenosina Al (Katoh Semba et al., 2009). La
localizacion del receptor de BDNF en sinapsis glutamatérgicas hacen este sistema
atractivo como un regulador, dinAmico y dependiente de actividad, de la transmision
excitatoria y la plasticidad sinaptica, ya que el BDNF activa la consolidacion sinaptica
a través de la transcripcion y el trafico dendritico rapido de ARNm codificado por el
gen inmediatamente temprano, Arc (Bramham et al., 2005).

Los estudios sobre los genes inmediato-tempranos (IEGS), en particular Arc,
ofrecen otra perspectiva sobre el argumento de la exigencia de la sintesis de nuevas
proteinas en la plasticidad sindptica y la consolidacién de la memoria (Holloway et
al., 2011). EI IEG Arc y su proteina son inducidos dinamicamente en respuesta a la
actividad neuronal, y estan directamente implicados en la plasticidad sinaptica y la
consolidacion de la memoria (Bramham et al., 2005). Igualmente, la proteina ARC
fue encontrada en este trabajo con el SSP 0007 (Tabla 10) y un score significativo de
62 puntos en la busqueda en Mascot, pero no fue vinculada a ningun factor mediante

la correlaciéon de Pearson.
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La identificacion de ARC fue posible, ya que la mancha codificada con el SSP
0007 presentd variacion al comparar los grupos experimentales mediante la prueba t-
student (p<0.05). Se encontré que esta mancha varid entre los grupos re-expuestos a
corto plazo, 3 h después de la S1, en funcion del tratamiento empleado (SS3 vs
CHX3). No se encontraron variaciones entre los demas grupos de trabajo en
términos del tratamiento (SS24 vs CHX24), o en términos del intervalo entre sesiones
(SS3 vs SS24; CHX3 vs CHX24). Esto permite analizar la modificacion en la
expresion de esta proteina en funcién del tratamiento empleado a corto plazo y
muestra la actividad temprana de la misma en el proceso de consolidacion. Se ha
demostrado que la memoria a largo plazo depende de la sintesis de proteinas en
respuesta a la elevada regulacién de nuevos mensajeros de transcripcion (Watanabe
et al., 2005) y se propone que la estabilizacién de una huella de memoria es un
proceso continuo y permanente, que no tiene un punto final discreto y no se puede
reducir a una sola determinista "cascada molecular”. Por el contrario, las huellas de
la memoria se mantienen dentro de redes metaestables, que deben integrar y
actualizar las huellas del pasado conlos nuevos aprendizajes (Miyashita et al.,
2008).

Ademas, recientemente se ha puesto de manifiesto que el proceso de
consolidacion requiere no soOlo de la sintesis de proteinas, sino también de la
degradacion. En este caso, se habla de los recientes descubrimientos sobre las
funciones de ubiquitinacion y degradacion de las proteinas en la plasticidad sinaptica,
el aprendizaje y la memoria (Fioravante et al., 2011). Varias de estas proteinas
fueron identificadas en el presente trabajo, lo cual indica la participacion del sistema
de degradacién proteica vinculada al proceso de formacion de la memoria, entre
estas la proteina Cullin-5 (SSP 7306), la proteina Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 7 (SSP 4308), la proteina Putative E3 ubiquitin-protein ligase SH3RF2
(SSP 4307), la proteina Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 (SSP
2106), la proteina Sentrin-specific protease (SSP 7605) y la proteina E3 ubiquitin-

protein ligase RNF 187 (SSP 4104). En el caso de Cullin-5 es interesante mencionar
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que esta involucrada en la inhibicion de los procesos de proliferacion celular y en

transporte de calcio intracelular.

Estas proteinas asociadas al proceso de ubiquitinacion se hallaron
correlacionadas con otras proteinas y los parametros de comportamiento mediante la
correlacion de Pearson. En el caso del HD las proteinas con SSP 4307 y 4308 hacen
parte del factor 3 y la proteina con SSP 7605 al factor 5. Para el HI son relevantes las
proteinas con SSP 4104 y 4308, pues estan asociadas al factor 1 y la proteina con
SSP 7306 vinculado al factor 3. Esto evidencia la participacién de estos procesos en
la formacion de la memoria originada por la experiencia que tiene el roedor en el LCE

(Tabla 11), mostrando su actividad en ambos hemisferios cerebrales.

Hablando especificamente de los factores de correlaciéon, el andlisis permitio
asociar proteinas vinculadas al proceso de formacion de la memoria. En el caso del
hipocampo derecho el factor principal (factor 1) correlacion6 a la “subunidad beta de
los canales de calcio dependientes de voltaje”, la cual contribuye a la funcion del
canal de calcio mediante el aumento de la corriente de calcio ya sea: desplazando
los voltaje de activacion e inactivacién, modulando la inhibicion de la proteina G o
mediante el control de la focalizacion de la subunidad alfa-1 en la membrana. La
proteina REM, la cual es miembro de la familia RGK de pequefias proteinas
enlazantes de GTP y que estan relacionadas con las proteinas Ras. La expresion de
las proteinas RGK interfiere con el ensamble de los canales de calcio y disminuye
dramaticamente la amplitud de la corriente que surge de los canales de calcio
activados por alto voltaje pre-existentes. Este efecto resulta probablemente de la

interaccion directa de las proteinas RGK con la subunidad beta del canal.

También la proteina Commd5, la cual participa en la cascada molecular que
conduce a la sintesis del factor de transcripcion NF-kB, el cual ademas de las
funciones en la supervivencia celular presenta diversas funciones en el sistema
nervioso, incluyendo la plasticidad, el aprendizaje y la memoria neuronal. Ademas de

los estimulos que activan el NF-kB en otros tejidos, en el sistema nervioso puede ser
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activado por factores de crecimiento (BDNF, NGF) utilizando el glutamato como
neurotransmisor. Recientemente se ha mostrado un gran interés por el papel de NF-
KB en el sistema nervioso, ya que puede regular el aprendizaje y la memoria, en
parte, por la modulaciéon de la plasticidad, la funcion sinaptica, asi como el

crecimiento de las dendritas.

Se ha demostrado que los genes que disponen de sitios de union para el NF-kB,
tienen un mayor aprendizaje en la siguiente transcripcion genética, lo que sugiere
que este factor en el sistema nervioso es importante para la plasticidad y el
aprendizaje. Muchos de estos genes diana de NF-kB son los receptores de
glutamato (AMPA y NMDA-R-R), los factores de crecimiento (BDNF, NGF),
citoquinas (TNF-alfa, TNFR), quinasas (PKA)y las proteinas de unién sinaptica
(PSD-95). La transcripcion genética regulada por calcio es esencial para diversos
procesos fisioldgicos, incluyendo la plasticidad adaptativa asociada con el
aprendizaje. Se ha encontrado que sefiales sinapticas activan el factor de
transcripcion NF-kB por una via que requiere la participacion de la Kinasa CaMKIIl y

el aumento del nivel de calcio intracelular (Boersma et al., 2011).

La transcripcion genética dependiente de actividad sinaptica es crucial para la
plasticidad neuronal a largo plazo y la memoria a largo plazo. Se demostro,
empleando un modelo de ratones deficientes en el factor NF-kB, que este factor de
transcripcion regula la formacion de la memoria espacial, la transmision sinaptica y la
plasticidad. A través de experimentos de perfiles genéticos y andlisis de regiones
regulatorias identificaron que la subunidad catalitica de la proteina kinasa A (PKA),
un regulador esencial de la memoria, como un gen objetivo del factor NF-kB y su rol
critico en los procesos de aprendizaje y memoria. La plasticidad estructural de las
espinas dendriticas y la sinapsis es un mecanismo fundamental que gobiernan los
circuitos neurales y forman la base para el almacenamiento de la informacion en el
cerebro. Se ha encontrado que la subunidad p65 del factor transcripcional NF-kB, es

necesaria para el aprendizaje y la formacion de la memoria, para el control de las
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sinapsis excitatorias y para la formacién y la morfologia de las espinas dendriticas.
las neuronas hipocampales (Heckscher et al., 2007).

En el caso del factor 2 del HD fueron agrupadas las proteinas Alpha synuclein
(SSP 1001), Beta synuclein (SSP 0006) y ARC (SSP 0007), las cuales estan
asociadas a procesos de neuroplasticidad. Las sinucleinas son una pequeia familia
de proteinas solubles ampliamente expresadas en el sistema nervioso central. Alfa y
beta se expresan predominantemente en la neocorteza del cerebro, el hipocampo, el
talamo y el cerebelo. La familia sinucleina, que incluye alfa, beta y gamma isoformas,
es mejor conocida por los papeles patolégicos que desempefian en trastornos
neurodegenerativos y algunos tipos de cancer. Los estudios realizados vinculan la
alfa sinucleina con la enfermedad de Parkinson, lo cual ha generado un gran interés
en la comprension del mecanismo de la participaciobn de las sinucleinas en la
neurodegeneracion. Se sabe menos sobre el papel fisiolégico normal de estas
proteinas, aunque los estudios han documentado claramente su capacidad para
facilitar la transmision sindptica, posiblemente a través de la inhibicion de la

fosfolipasa D.

Estas proteinas presentaron variaciones estadisticas analizadas mediante la
prueba t student (p<0.05) al comparar los grupos experimentales re-expuestos a
corto plazo, 3 h después de la S1, en términos del tratamiento (SS3 vs CHX3), lo
cual evidencia a corto plazo la participacion de estas proteinas en la actividad neural
asociada a la experiencia que tiene el roedor en el LCE. El andlisis de correlacion de
Pearson permiti6 asociar las variaciones de estas proteinas con los parametros de
comportamiento, entre ellos los asociados a la actividad locomotora (CRUZ) y la
actividad en las zonas de peligro (EBA y TBA) y su regreso a las zonas protegidas
(EBC). Este factor permite elucidar algun tipo de procesamiento asociado a la
informacion aversiva que los roedores estan adquiriendo al explorar los BA,

considerados potencialmente peligrosos.
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“Los argumentos mds fuertes no prueban nada, siempre y cuando las conclusiones no
son verificadas por la experiencia. La ciencia experimental es la reina de las ciencias
v la meta de toda especulacion”

Roger Bacon
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El uso de la CHX inyectada inmediatamente después de la primera sesion
utiizada en el presente trabajo, no evidenci6 un cambio observable en el
comportamiento de los roedores durante la S2 cuando fueron re-expuestos 3 h
después. No obstante, se alcanzé a determinar un efecto amnésico por efecto del
inhibidor cuando los roedores fueron re-expuestos a las 24 h (CHX3 vs CHX24)
evidenciando la posible modificacion de la memoria aversiva originada en la primera
experiencia por el uso del inhibidor de la sintesis de proteinas, lo cual confirma la
participacion de este suceso en la formacion de la memoria. Estos resultados
permiten corroborar la hipétesis que argumenta la necesidad de la sintesis de
proteinas en la formacion de la memoria cuando los roedores exploran por primera
vez el LCE.

El enfoque proteomico basado en la Electroforesis 2D SDS-PAGE y la
Espectrometria de Masas MALDI-TOF, permitio la identificacion de las proteinas que
presentaron variaciones entre los grupos experimentales basadas en las diferencias
estadisticas mediante la prueba t-student (p<0.05) y los cambios de expresién de +
30% en el nivel de intensidad. Se analizaron 106 proteinas, de las cuales el 30%
fueron identificadas de forma significativa de acuerdo a los parametros de busqueda
en Mascot (score>60). Estas proteinas presentan diferentes funciones siendo la mas
representativas las proteinas con funcion enzimatica y en menor grado las
proteoliticas. Igualmente se destacan las proteinas con funciones en los procesos de
neuroplasticidad, transduccion de sefiales y ubiquitanacién, las cuales se asocian al

procesos de formacion de la memoria, entre ellas las proteinas BDNF y Arc.

El analisis de transcriptos de los exones | y Il del BDNF mediante RT-PCR
convencional no evidencio diferencias en el nivel de expresion de los RNAmM
correspondientes a estos transcriptos, lo cual permiti6 establecer que no hay
modificaciones a nivel transcripcional en la expresion de BDNF asociada a los grupos
de estudio. No obstante, la expresion de la proteina se ve modificada entre los
grupos control por efecto del intervalo entre sesiones (SS 3 vs SS 24), lo cual
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evidencia variaciones en el proceso de traduccion proteica asociada a la experiencia

del roedor en el LCE.

El andlisis de factores mediante la correlacion de Pearson evidencid la
agrupacion de proteinas que estan asociadas al proceso de formacién de la memoria
mediada por la variacion en los niveles de calcio intracelular, mecanismo que lleva a
la expresion de genes inmediato temprano como Arc, mediante la activacion de
factores de transcripcion. Los factores mostraron correlacionadas proteinas con
diferentes funciones, principalmente de neuroplasticidad, transporte, transduccion de
sefales y ubiquitinacién, mostrando la complejidad de los sistemas de integracion de

informacion y potenciacion sinaptica cuya finalidad es la formacién de la memoria.
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“Si nuestra mente se ve dominada por el enojo, desperdiciamos la mejor parte del
cerebro humano: la sabiduria, la capacidad de discernir y decidir
lo que estd bien o mal “

Dalai Lama
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1. Emplear controles que sean inyectados con los diferentes tratamientos, y no
sean expuestos al LCE, con el objetivo de garantizar que los cambios a nivel
comportamental y protedbmico no se dan como consecuencia de la puncion,
sino de la actividad del inhibidor de sintesis de proteinas sobre el hipocampo

dorsal.

2. Implementar técnicas de andlisis protedmico diferencial como electroforesis
DIGE o marcajes isotdpicos como ICAT, iTRAQ, los cuales permiten
determinar de manera mas precisa variaciones en la expresion de proteinas
utilizando técnicas acopladas como HPLC MS/MS (MALDI TOF-TOF; ESI
qTOF).

3. Implementar técnicas de analisis de transcriptos en tiempo real con el fin de
eliminar variaciones por efecto de tincidn y analisis convencionales. Pueden
desarrollarse analisis transcriptdmicos globales, a través de microarrays, los
cuales permitan identificar variaciones en la expresion de diferentes
transcriptos asociados al proceso de formacion de la memoria originada por la

experiencia que tiene el roedor en el LCE.

4. Realizar analisis protedmicos que permitan elucidar mas detalladamente los
mecanismos moleculares asociados en cada etapa de la formaciéon de la
memoria, principalmente la fase de consolidacion, obteniendo muestra de
hipocampo en diferentes tiempos post primera sesién, sin efectuar la segunda
re-exposicion la cual esta finalmente asociada a la fase de evocacion y el

proceso de reconsolidacion.
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Anexos

“Poca ciencia aleja muchas veces de Dios,
y mucha ciencia conduce siempre a E(”

Francis Bacon

ANEXOS
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ANEXO A

Composicion de las soluciones utilizadas en Electroforesis

1. Buffer de Lisis

Buffer de Lisis (5 mL)

Componente Concentracion Cantidad
Tris base 40 mM 0.024 g

Urea M 2.145¢
Tiourea 2M 0.760 g
CHAPS 4 %(plv) 0.200 g

DTT 100 mM 0.077g
PMSF 1mMm ggomuhl/l_)(Stock
Anfolitos 1 %(v/iv) 500 pL

EDTA 1mM 1.46 mg

2. Soluciones para
Isoelectroenfoque

2.1. Buffer de rehidratacion

Buffer rehidratacion

Componente Concentracién
Urea 8M

DTT 50mM
Anfolitos 0.2%

CHAPS 2 %(p/v)

Azul de bromofenol 0.001%

2.2. Buffer de Equilibracion |

Buffer equilibracion |

Componente Concentracion
Urea 6M

Tris-HCI pH 8.8 0.375 M

SDS 2%

Glicerol 20%

DTT 13 mM

2.3. Buffer de Equilibracién Il

Buffer equilibracion I

Componente Concentracion
Urea 6 M

Tris-HCI pH 8.8 0.375 M

SDS 2.00%
Glicerol 20%
lodoacetamida 13.5mM

3. Soluciones para SDS-PAGE

3.1. Acrilamida/bisacrilamida 30%
(29.2% acrilamida, 0.8%
bisacrilamida)

Solucién acrilamida
100 mililitros
Acrilamida 29.2¢
Bisacrilamida 0.8g
Disolver en 80 ml de agua HPLC
Agua HPLC Afadir hasta 100 ml
Filtrar, almacenar en frasco oscuro a 4°C

3.2. Tampdn para el gel separador
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8

Solucion tampén Tris-HCI 1.5 M pH 8.8

100 mililitros
18.17 ¢
Disolver en 80 ml de agua HPLC

Tris-base

Ajustar el pH a 8.8 con HCI concentrado
Agua HPLC Afadir hasta 100 ml
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3.3. Tampodn para el gel
concentrador Tris-HCI 0,5M, pH 6,8

Solucién tampén Tris-HCI 0.5 M pH 6.8
100 mililitros

Tris-base 6.059g

Disolver en 80 ml de agua HPLC

Ajustar el pH a 6.8 con HCI concentrado

Agua HPLC Afadir hasta 100 ml

3.4. SDS al 10% (p/v)

Solucién SDS 10%
100 mililitros
SDS 10.0g
Disolver en 80 ml de agua HPLC
Agua HPLC Afadir hasta 100 ml

3.5. Persulfato de amonio (APS) al
10%

Solucién APS 10%
10 mililitros
SDS 1.0g¢
Disolver en 8 ml de agua HPLC
Agua HPLC Afadir hasta 10 ml

3.6. Preparacion del gel de
separacion

Composicion del gel (12%, 20x20)

Componente Cantidad
H,O (desionizada) 17.6 mL
Acrilamida-bisacrilamida 22 mL
Tris base, pH 8.8-6.8 14.3 mL
SDS (10%) 550 pL
APS (10%) 275 pL
TEMED 110 pL

3.7. Preparacioén buffer de corrido

Composicion del Buffer de corrido (2 L)

Componente Concentraciéon cantidad
Glicina 1.44% 28.8¢g
Tris-base 0.20% 4049
SDS 0.10% 209

Disolver en 1L y aforar a 2L

4. Soluciones tincion
Coomassie coloidal

4.1. Solucion de fijacion

Solucion fijacién (500 ml)

Componente Concentracion Cantidad
Metanol 50.00% 250.0 ml
Acido fosforico 2.00% 10.0 ml

Aforar a 500 ml con agua HPLC

4.2. Solucion de Equilibracion

Solucion equilibracion (200 ml)

Componente Concentraci6  Cantida
Metanol 33.00% 66.0 ml
Sulfato de 17.00% 3409
amonio

Acido fosférico  3.00% 6.0 ml

Aforar a 200 ml con agua HPLC

4.3. Solucién de coloracién

Solucién colorante (5 ml)
Componente Cantidad
Azul de Coomassie G-250 60.0 mg
Metanol 5.0 ml
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ANEXO B

Curva de calibracion

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Inicialmente se prepar6é una solucion de BSA (1 mg/mL) a partir del cual se
realizaron diluciones en buffer de lisis para obtener las diferentes concentraciones de

BSA con las que se elaboro la curva de calibracion (tabla 1).

Tabla 1. Patrones curva de calibracion
Concentracién  pL solucién de L buffer de

FEUTET (mg/mL) BSA 1mg/mL lisis
1 Blanco 0 250
2 0.1 25 225
3 0.2 50 200
4 0.3 75 175
5 0.4 100 150
6 0.5 125 125
7 0.6 150 100
8 0.7 175 75
9 0.8 200 50
10 0.9 225 25
11 1.0 250 0
De cada patron se tomaron 20.0 Curva de calibracion A=05631C 40,0138

(=]
~

UL y se adicion6 1.0 mL del reactivo R=0981

=
o

de Bradford. Las muestras problema *
(20.0 pL muestra/imL Bradford), se s 0’5
diluyeron en relacién 1:20. De cada = & e #Series]
patron se realizaron lecturas de 50'3 /
02 9

absorbancia por triplicado, se obtuvo

=]
—

el valor promedio y se grafico la

(=]
.

absorbancia promedio S 0 0 o4 06 08 1 12

concentracion del patron (Fig.1).

Figura 1: Curva de calibracion
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ANEXO C

Analisis de factores

Correlacion de Pearson

A partir del andlisis en factores mediante la correlacion de Pearson se determiné
que algunas de las proteinas identificadas junto a los parametros de comportamiento
se pueden agrupar mediante factores. A continuacion se observan los parametros de

la correlacidn establecida para cada regién hipocampal.

Hipocampo Derecho

Principal components/correlation Number of obs = 24
Number of comp. = 5
Trace = 113
Rotation: orthogonal varimax (Raiser off) Eho = 0.&946
Component | Variance Difference Proportion Cumulative
_____________ b
Compl | 36.3561 244177 0.3217 0.3217
CompZ | 11.9384 .233523 0.1056 0.4274
Comp3 | 11.7049 .631064 0.1036 0.5310
Comp4 | 11.0738 3.6582¢6 0.0980 0.625%0
Comp5 | 7.41557 0.0656 0.69%46

Hipocampo lzquierdo

Principal components/correlation Number of obs = 23
Number of comp. = 5
Trace = 113
Rotation: orthegonal wvarimax {(Raiser off) Eho = 0.6903
Component | Variance Difference Proportion Cumilative
_____________ .:_____________________________________________________________
Compl | 20.5212 2.88124 0.181¢6 0.181¢
Comp?2 | 17.63599 .570087 0.1561 0.3377
Comp3 | 17.0698 4.3396 0.1511 0.4888
Comp4 | 12.7302 2.69054 0.1127 0.e014
Comp5S | 10.0383 0.0888 0.6803
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