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Resumen

La proteina de unién a citosinas metiladas 2 (MeCP2) es un regulador transcripcional con
actividad dual, activando y reprimiendo genes, actuando de puente entre la informacién epi-
genética contenida en la metilacién de citosinas y la expresién de genes blanco. La actividad
neuronal dirige cambios en la metilacién de citosinas en una gran cantidad de genes, sin em-
bargo, la relacién entre estos cambios y su efecto a nivel celular y/o conductual permanecen
sin estudios acabados. En esta tesis se busco establecer una relacién entre los cambios en la
metilacién y la plasticidad dependiente de la experiencia por medio del estudio del receptor de
ryanodina 3 (RyR3) en ratones expuestos a un ambiente enriquecido (EE), un paradigma que
a través de la estimulacién ambiental determina cambios neuronales tanto a nivel morfolégico
como funcional. RyR3 es un canal de calcio intracelular que contribuye a la potenciacién de
largo término hipocampal y a la formacién de espinas dendriticas, posicionandolo como un can-
didato para relacionar estimulos ambientales con efectos neuronales. Los resultados obtenidos
muestran que la exposicién a un ambiente enriquecido determina un incremento de la metila-
cién del promotor de RyR3, favoreciendo la interaccién de MeCP2 e incrementando su actividad
transcripcional. Estos cambios fueron observados exclusivamente en hipocampo, contrastando
con lo observado en corteza y cerebelo, dando cuenta de la alta especificidad de las modifica-
ciones neuroepigenéticas. Para comprender €l impacto de estas modificaciones, se evalué la via
sinaptogénica Rac-PAK de remodelacién de actina. P250GAP actiia como un represor de esta
via. El microRNA132 suprime al mensajero de P250GAP y los canales RyR, resultan determi-
nantes en este proceso, favoreciendo la formacién de espinas dendriticas. Se determiné que la
activacién transeripcional de RyR3 observada en ratones expuestos a enriquecimiento ambiental
est4 asociada a un incremento en el nivel de microRNA132, dirigiendo la supresién de P250GAP,
lo que produce una activacién de la via sinaptogénica. Esto no fue observado en los ratones ca-
rentes de MeCP2. Concordantemente, estos ratones no mostraron el incremento en la densidad
de espinas dendriticas asociado a la plasticidad dependiente de la experiencia gatillada por el
ambiente enriquecido. Asf, se tiene que el ambiente determina cambios neuroepigenéticos que,
en conjunto con MeCP2, dirigen la activacién transcripcional de RyR3, gatillando la activacién
de la via sinaptogénica y el incremento de la densidad de espinas dendriticas. Estos cambios se
relacionan con el rendimiento en una prueba de memoria espacial, sugiriendo que los cambios

epigenéticos pueden determinar consecuencias conductuales relevantes.
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Abstract

The methylated cytosine binding protein 2 (MeCP2) is a transcriptional regulator with dual
activity, up or down-regulating target genes, acting as a bridge between epigenetic information
provided by cytosine methylation and the expression of a given target gene. Interestingly, neu-
ronal activity directs changes in cytosine methylation on many genes, however the relation of
these changes with the cellular/behavioral effects are not properly understood. In this thesis we
pursued to establish a relation between methylation changes and experience-dependent plasti-
city by studing the ryanodine receptor 3 (RyR3) in mice exposed to enriched environment (EE),
a paradigm that through increased stimulation directs neuronal changes at both, morphological
and functional level. RyR3 is an intracelullar calcium channel that contributes to hippocampal
long term potentiation and dendritic spine formation, comprising an interesting candidate to
relate environmental stimulation to its neuronal effects. OQur results show that EE increased
RyR3 promoter methylation, facilitating MeCP2 binding and increasing its transcriptional ac-
tivity. These changes were exclusively observed in hippocampus, evidenciating the specificity of
epigenetic modifications. To gain an insight into the impact of these modifications we evaluated
the synaptogenic Rac-PAK actin remodeling pathway. P250GAP acts as an inhibitor of this
pathway and RyR channels contribute to the suppresion of P250GAP messenger by facilita-
ting the up-regulation of the microRNA132. We observed that EE-driven RyR3 up-regulation
is associated to an increase microRNA132 levels, directing P250GAP suppresion and the acti-
vation of the synaptogenic pathway. These changes were not observed in mice lacking MeCP2.
Concordantly, these mice did not show the increase in dendritic spine density elicited by the
experience-dependent plasticity driven by EE. Altogether, our results show that the environ-
ment directs epigenetic changes that jointly with MeCP2 direct the transcriptional activation
of RyR3, directing the synaptogenic pathway activity and increasing dendrtitic spine density.
Interestingly, these observations are related to the performance in a test of spatial memory,

suggesting that epigenetic modifications may have relevant behavioral consequences.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Receptores de Ryanodina

Los canales de calcio (Ca®"), conocidos como receptores de ryanodina (RyR), se localizan
en la membrana del reticulo endoplasmico y sarcopldsmico, siendo responsables de la libera-
cién regulada de calcio desde estos compartimientos intracelulares. La ryanodina presenta una
actividad bifasica sobre los canales RyR, manteniendo los canales abiertos a bajas concentra-
ciones (nM) e inhibiendo su apertura a altas concentraciones (uM)(McPherson et al., 1991).
Los canales RyR poseen un peso molecular de alrededor de 2 MDa, conformados por cuatro
subunidades idénticas de aproximadamente 5000 aminoacidos cada una (Lai et al., 1988). En
mamiferos existen tres isotipos de canales RyR (Ryrl-3). Cada isotipo de RyR se encuentra
codificado en un cromosoma distinto por los genes Ryrl, Ryr2 y Ryr3, conteniendo 104, 102 y
103 exones respectivamente (Mattei et al., 1994). Los diferentes isotipos de RyR conservan un
65 % de identidad aminoacidica (Hakamata et al., 1992), presentando 3 regiones de divergencia
(D1, D2 y D3).

RyR1 fue originalmente descrito en misculo esquelético (Takeshima et al., 1989) mientras
que RyR2 fue clonado desde misculo cardiaco (Otsu et al., 1990), sin embargo su expresién no se
limita a estos tejidos. RyR1 y RyR2 son cruciales para el acoplamiento excitacién-contraccién en
misculo esquelético y cardfaco respectivamente, sirviendo de ejemplos para la funcién fisiolégica
de los canales RyR. En misculo esquelético, el potencial de accién alcanza las invaginaciones

transversas de la membrana plasmatica, resultando en la liberacién de calcio desde el reticulo




sarcopldsmico por una interaccién mecéanica de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo
L con RyR1(Block et al., 1988; Rios and Brum, 1987). En misculo cardfaco, la apertura de los
canales de calcio dependientes de voltaje tipo L determinan la entrada de calcio extra-celular.
Sensores de calcio presentes en RyR2 facilitan su apertura y por ende la liberacién de calcio desde
el reticulo sarcopldsmico participando en una amplificacién de sefial conocida como liberacién
de calcio inducida por calcio (CICR) (Endo, 2009; Fabiato, 1983). En ambos casos, el aumento
intracelular de calcio determinado por la apertura de los canales RyR da inicio a la contraccién
muscular. Ryr3 fue caracterizada en cerebro (Hakamata, et al., 1992), destacando su expresién en
hipocampo, cuerpo estriado y talamo. Sin embargo, las tres isoformas se expresan en el sistema
nervioso central, con patrones que cambian durante el desarrollo, siendo RyR2 y su mensajero
el isotipo més abundante (Mori et al., 2000). La expresién de canales RyR en sistema nervioso
central resulta de nuestro particular interés, debido a su participacién en procesos necesarios para
la correcta. funcionalidad neuronal, con implicancias que abarcan procesos cognitivos complejos
como el aprendizaje y la memoria. A continuacién abordaremos la participacién de los canales

RyR en la potenciacion a larga duracién.

1.1.1. Receptores de Ryanodina y Potenciacion de Larga Duracién

El incremento abrupto y sostenido de la eficiencia de la transmisién siniptica en respuesta
a estimulacién de alta frecuencia se conoce como potenciacién de larga duracién (LTP). La
LTP puede durar desde horas, hasta meses (Abraham, 2003). Adicionalmente, el aprendizaje
induce LTP en ratas (Whitlock et al., 2006), sugiriendo que la LTP tiene un importante rol en
el aprendizaje y memoria (Bliss and Collingridge, 1993). La. LTP puede ser dividida en una fase
de induccién o S-LTP con alrededor de 20 minutos de duracién, una fase temprana (E-LTP) con
una duracién de 3 horas y una fase tardia (L-LTP) que permite a la potenciacién mantenerse
por espacios temporales mayores, alcanzando dias e incluso semanas (Huang et al., 1996). La
inducci6n de la LTP tiene como mecanismo primario la activacién de los receptores ionotrépicos
de glutamato tipo N-metil D-aspartato (NMDA), lo cual requiere la liberacién previa de su
bloqueo por magnesio (Nicoll and Roche, 2013).

La estimulacién de fibras pre-sinipticas determina la liberacién de glutamato hacia la hendi-
dura sindptica. El glutamato activa los receptores ionotrépicos tipo acido alfa-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA), determinando el ingreso de sodio al terminal post-sin&ptico,




generando su despolarizacién. La despolarizacién libera el bloqueo por magnesio de los recep-
tores NMDA permitiendo su apertura y consecuente ingreso de calcio al terminal. El rapido
aumento de calcio intracelular determina la activacién de enzimas, resultando de particular im-
portancia la quinasa calcio/calmodulina dependiente tipo IT (CaMKII) y la protefna quinasa C
(PKC). Estas quinasas son determinantes en la induccién de la LTP y la autofosforilacién de
CaMKII es crucial para la mantencién de la E-LTP (Lisman et al., 2012; Sacktor et al., 1993).
La L-LTP comprende la extensién de la E-LTP en el tiempo, requiriendo la transcripcién activa

de genes, y es dependiente de la sintesis de proteinas (Frey et al., 1988; Huang et al., 1996).

Existen diversos paradigmas de estimulacién para inducir LTP, sin embargo, todos coinciden
en el aumento en la concentracién de calcio intracelular como evento determinante en la induc-
cién. La capacidad de los canales RyR de producir CICR, ha llevado a explorar su participacién
en la LTP, sugiriéndose que los canales RyR pueden amplificar la seifial de calcio generada por
el receptor NMDA. (Raymond and Redman, 2006). Asf, una estimulacién sub-umbral que da
origen a S-LTP en rebanadas de hipocampo, puede dar paso a una E-LTP por medio de la
activacion de los canales RyR. a través de la incubacién de las rebanadas con una concentracién
activadora de ryanodina (Grigoryan et al., 2012), sugiriendo que los canales RyR pueden alterar
los requerimientos para la induccién de LTP (Wang et al., 1996). En esta misma linea, cuando
se bloquean los canales RyR se pudo establecer que una fraccién importante de la sefial de calcio
inducida por estimulacién de alta frecuencia es producto de la CICR (Alford et al., 1993). En
particular, la CICR inducida por actividad sindptica en espinas dendriticas del drea CAl del
hipocampo es en gran parte dependiente de los canales RyR (Emptage et al., 1999).

1.1.2. Receptores de Ryanodina en Memoria y Aprendizaje

Las evidencias antes expuestas sugieren que los canales RyR son componentes activos en
1a induccién de la LTP, permitiendo abordar su papel en memoria y aprendizaje. La inyeccion
intra-cerebro-ventricular (ICV) de dantroleno, que inhibe el acoplamiento entre los canales de
calcio tipo L y los canales RyR (Paul-Pletzer et al., 2005), disminuye la retencién de memoria
en una prueba de evitacién pasiva (Ohnuki and Nomura, 1996). En esta prueba los animales
reciben un choque eléctrico al ingresar a una cdmara oscura, aprendiendo a permanecer en una
cdmara iluminada adyacente por un tiempo fijado por el experimentador (Criterio de Latencia).

La prueba de evitacién pasiva es un paradigma de aprendizaje emocional asociativo en donde




el animal toma una decisién, evitando o ingresando a un compartimiento oscuro, en el cual ha
experimentado un estimulo aversivo. La respuesta observada en la prueba de evitacion pasiva
puede darse como producto de un condicionamiento formado por claves multisensoriales repre-
sentando un ambiente complejo. Esto ha conducido a evaluar el rol del hipocampo en la prueba
de evitacién pasiva, encontrandose que la inactivacién reversible del hipocampo disminuye el
tiempo de latencia, sugiriendo un rol para esta estructura en el aprendizaje asociado a esta
prueba. Los animales inyectados con el vehiculo en el que se disuelve el dantroleno permanecen
por el tiempo de criterio en la caAmara iluminada durante una prueba de retencién de memoria,
mientras que la inyeccion ICV de dantroleno determina que el criterio de latencia no se alcance.
Asf mismo, la inyeccién ICV de dantroleno, aumenta el ntimero de errores en un laberinto radial
de ocho brazos (Ohnuki and Nomura, 1996), en esta prueba los brazos del laberinto cuentan
con una recompensa (alimento), registrandose como correcto ingresar a un brazo no visitado
previamente e incorrecto ingresar a un brazo visitado, donde la recompensa fue previamente
consumida. Galeotti et al. (2008) hicieron uso de oligonuclestidos antisentido para disminuir los
niveles de RyR1, RyR2 y RyR3, encontrando que la disminucién de RyR2 y RyR3, pero no de

RyR1, determina una menor retencién de memoria en una prueba de evitacién pasiva.

1.1.3. Regulacién de la Actividad Transcripcional de RyR2 y RyR3

Los isotipos 2 y 3 del receptor de ryanodina son expresados en el sistema nervioso central
¥ como se ha expuesto, ambos juegan un papel en memoria y aprendizaje. Sin embargo, la
regulacién de su expresion parece estar dirigida de manera independiente, encontrandose que el
tratamiento crénico con nicotina induce la expresién de Ryr2 en la corteza (Ziviani et al., 2011).
As{ mismo, el tratamiento con cocaina determina un incremento de la expresién de Ryrl y Ryr2
en la corteza frontal, este aumento pudo ser prevenido por el tratamiento con un antagonista
selectivo de los receptores de dopamina D1 (Kurckawa et al., 2011). En humanos, un estudio
post-mortem de pacientes con impedimento cognitivo leve y enfermedad de Alzheimer en etapas
tempranas mostré un incremento en la expresién de Ryr2, en el primer grupo, mientras que
en los pacientes con Alzheimer se encontré un aumento en la expresién de Ryr3 (Brumo et al.,
2012). Por otra parte, animales que sobre-expresan la subunidad NR2B del receptor NMDA, la
cual es blanco de fosforilacién por parte de CaMKII, presentan mayores niveles de expresién de

Ryr3 en el hipocampo, lo que resulta de particular importancia ya que estos animales muestran




mejores rendimientos en pruebas de memoria y aprendizaje (Ii et al., 2011). Estos resultados
que, a pesar de su participacién conjunta en procesos de memoria y aprendizaje, es posible una
regulacion transcripcional diferencial para Ryr2 y Ryr3 en regiones del cerebro donde ambas
isoformas son expresadas. No obstante, los mecanismos de regulacién transcripcional de estos

canales no han sido estudiados en detalle.

1.1.4. Canales RyR y Formacién de Espinas Dendriticas

Los procesos cognitivos complejos como la memoria y aprendizaje se encuentren asociados
a fenémenos de plasticidad neuronal, un ejemplo es la ya mencionada potenciacién de largo
plazo. Otro fenémeno de plasticidad neuronal de intéres para procesos cognitivos complejos es
la plasticidad estructural, refiriendose ésto a la remodelacion de espinas dendriticas de forma
dependiente de la actividad neuronal. Asi, se tiene que tratamientos con KCl son capaces de
incrementar la formaciéon de espinas dendriticas, mientras que el silenciamiento neuronal con
TTX conduce a una disminucién del niimero de las mismas (McAllister, 2000). De esta forma es
interesante abarcar la relacion entre los canales RyR y la remodelacion de espinas dendriticas.
Es importante sefialar que la remodelacién de espinas dendriticas mediada por la neurotrofina
derivada del cerebro BDNF requiere de estos canales de calcio, sugiriendo un rol para estos
canales en la remodelacion de espinas dendrfticas dependiente de actividad (Wayman et al., 2008;
Lesiak et al., 2014; Adasme et al., 2011). Asi mismo, experimentos in vifro han mostrado que
el incremento de espinas dendriticas determinado por el neurot6xico PCB 95 (pentaclorobifenil)
requiere de los canales RyR (Lesiak et al., 2014). Es interesante que el mecanismo de accién
conlleve la sobreexpresiéon del micro ARN 132 (miR132), un microRNA implicado en diversas
conductas y enfermedades neurolégicas. El miR132 ha mostrado tener como blanco a diferentes
mensajeros, entre ellos cabe destacar a la proteina de unién a citosinas metiladas 2, Mecp2 (Klein
et al., 2007), proteina de interés para esta tesis, y la proteina activadora de la actividad GTPasa,
P250GAP (Wayman et al., 2008). P250GAP es un regulador negativo de la formacion de espinas
dendriticas por medio de su rol activador de la actividad GTPasa de Racl. Racl es una Rho
GTPasa pequefia y en su forma activa, GTP-Racl, contribuye a la remodelacién de actina via
Racl-PAK. La activacién de su actividad GTPasa por P250GAP favorece la forma inactiva de
Racl, GDP-Racl, poniendo limite a la remodelacién de actina por la via Racl-PAK. Asi, se ha

descrito que los canales RyR median los aumentos de calcio que son necesarios para incrementar
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Figura 1.1.1: Esquema de la contribucién de los canales RyR a la formacién de espi-
nas dendriticas: Se representa la via sinaptogénica Racl-PAK. En ausencia de estimulacién
P250GAP inhibe la actividad de la via. En actividad neuronal los canales RyR resultan deter-
minantes para la activacion de la via sinaptogénica, ya que sus diferentes isotipos median la
contribucién de calcio que permite la sobreexpresion del micro RNA132. El miR132 suprime
al mensajero de P250GAP dando lugar a la activaciéon de la via Racl-PAK, favoreciendo la
formacion de espinas dendriticas. Esquema modificado de Lesiak et al. (2014)

los niveles de miRNA132, conduciendo a la degradacion del mensajero de p250G A P. La supresién
de este regulador negativo de la sinaptogénesis determina un incremento en la formacién de
espinas dendriticas (Figura 1.1.1). Es mas, ensayos con ARN interferentes muestran que la
disminucién de los canales RyR imposibilita la formacién de espinas dendriticas inducida por
PCB95, llevando a los autores a sugerir que los canales RyR pueden mediar la formacién de
espinas dendriticas en forma actividad dependiente (Lesiak et al., 2014), dando sustento a la

hipdtesis de esta tesis.

1.1.5. Participacion de RyR3 en Procesos de Memoria y Aprendizaje

Para distinguir la funcionalidad isotipo-especifica de RyR3 es necesario recurrir a resultados
obtenidos en animales mutantes nulos que carecen de este isotipo del receptor de ryanodina.
Estos animales mostraron discapacidades en pruebas de condicionamiento de miedo contextual
y en pruebas de evitacion pasiva (Kouzu et al., 2000). Asi mismo se determiné que los animales
carentes de RyR3 presentan dificultad al aprender un nuevo objetivo en el laberinto acuatico de

Morris (Balschun et al., 1999), lo que evidencia un importante rol para RyR3 en el rendimiento de



diversas pruebas conductuales. De forma concordante, Balschun et al. (1999) mostraron que una
estimulacion débil del area CA1l del hipocampo produce LTP en animales silvestres, mientras
que la misma estimulacién en animales carentes de RyR3 no logra inducir una potenciacién
sostenida en el tiempo, dando un sustento a las deficiencias conductuales observadas. Ademss,
RyR3 ha sido implicado en otra forma de induccién de LTP, d emostriandose que este isotipo
es necesario para la induccién de LTP por el ani6n superéxido (Huddleston et al., 2008). Todos
estos antecedentes sugieren que esta isoforma, enriquecida en hipocampo, cumple un rol en
los procesos de induccién y mantencién de la LTP, ademas de participar en el rendimiento de
ejercicios conductuales de memoria y aprendizaje, haciendo de RyR3 un blanco interesante de

estudio a nivel de sistema nervioso central.

A continuacion se presentarsd un mecanismo que puede favorecer la regulacién del isotipo 3
del receptor de ryanodina en funcién de la actividad sindptica, permitiendo ademés abordar una

posible regulacion diferencial de Ryr2 y Ryr3.

1.2. [Epigenética y Cromatina

El concepto epigenética deriva del original “epigenotipo” planteado en 1942 por el Dr. Conrad
Waddington y que hace menci6n a los procesos complejos que tienen lugar entre el genotipo y el
fenotipo. Con esta, base, la epigenética se comprende hoy de manera mucho més amplia, legando
a definirse como un tipo de memoria genética que determina cambios estables en la expresion
génica, sin involucrar cambios en la secuencia del 4cido desoxirribonucleico (ADN) (Jiang et al.,
2008). Bajo este concepto resulta clave considerar que el proceso de transcripcién no ocurre

sobre una hebra de ADN desnuda.

La cromatina es el templado funcional sobre el cual se regula la expresién génica. La cro-
matina consiste de ADN enrollado sobre nucleosomas y en adicién a brindar un primer nivel de
proteccion al ADN, los nucleosomas regulan el acceso de factores de transcripcién a los promo-
tores. Los nucleosomas est4n compuestos por 146 pares de bases derADN enrollados 1.7 veces
sobre un octamero de histonas conteniendo dos topias de cada una de las cuatro histonas basales:
H2A, H2B, H3 y H4 (Luger et al., 1997). Los nucleosomas se encuentran ubicados a intervalos
regulares de aproximadamente 200 pares de bases de ADN. Estas regiones son estabilizadas por

la interaccion de la histona H1 con el ADN (Misteli et al., 2000). La cadena resultante de este




arreglo periodico de nucleosomas puede formar estructuras de orden superior, conformando una
fibra solenoidal de 30 nm. La histona H1 es componente activo de esta fibra, determinando su

importancia a nivel de nucleosoma y supra-nucleosoma (Thoma et al., 1979).

1.2.1. Modulacion de la Estructura de la Cromatina

Resulta importante considerar que la estructura de la cromatina puede ser modulada por
diferentes mecanismos. Los complejos remodeladores de la cromatina son funcional y composi-
cionalmente complejos, sin embargo, comparten la presencia de una subunidad motora ATP-
dependiente y son capaces de alterar la posicién y/o estabilidad de los nucleosomas (Bao and
Shen, 2007; Lusser and Kadonaga, 2003). Los complejos SWI/SNF poseen la capacidad de
unirse a nucleosomas hiperacetilados e interrumpir momentineamente las interacciones ADN-
nucleosoma, aumentando su movilidad (Aoyagi et al., 2002). La familia ISWI presenta diferentes
complejos con diversas actividades, destacindose la capacidad de asociarse a la heterocroma-
tina y facilitar su replicacién (Barak et al., 2003). La familia Mi2/NurRD est4 involucrada en
la represi6én transcripcional (Bowen et al., 2004). Los complejos que contienen INO8G o SWR1
como ATPasa han sido relacionados con el reemplazo de la histona H2A por la variante H2A.Z

(Mizuguchi et al., 2004).

Las histonas H2A, H2B y H3 presentan diferentes isotipos codificados por diferentes genes,
sin embargo, estas variantes difieren en pocos residuos. La funcionalidad de las variantes puede
clasificarse segiin su patrén de expresién dando origen a tres grupos generales. Un grupo replica~
cién dependiente, en donde las variantes de las histonas son incorporadas siguiendo la replicacién
del ADN. Un grupo replicacién y ciclo celular independiente y un grupo donde la incorpora-
cién de las variantes es tejido especifica (Doenecke et al., 1997). Las variantes de las histonas
proporcionan heterogeneidad qufmica y funcional a la cromatina. Por ejemplo la histona H3.3
aumenta la dindmica de la cromatina y ests asociada a la transcripcién activa (Daury et al.,
2006); asi mismo la histona H2A.Z se ubica preferentemente en la regién promotora (Guillemette

and Gaudreau, 2006).

El extremo amino terminal de las histonas queda expuesto en la superficie del nucleosoma,
tornindolo en blanco de diversas modificaciones post-traduccionales. Estas modificaciones in-
cluyen la mono, doble o triple-metilacion de lisinas y la mono o doble-metilacién de argininas,

acetilaci6n de lisinas y fosforilacién de serinas y treoninas (Turner, 2005). Las modificaciones son




introducidas y removidas de manera especifica, asi la acetilacién de histonas es llevada a cabo
por un grupo de enzimas histonas acetil-transferasas (HAT) y revertido por las histona desace-
tilasas (HDAC) (Di Gennaro et al., 2004). Las histona metilo-transferasas actian sobre lisinas
o argininas, mienfras que esta modificacion es revertida de manera especifica, dependiendo del
substrato y del nivel de metilacién. Por ejemplo, la de-metilasa especifica de lisinas (L.SD1), es
capaz de de-metilar la histona H3 mono y doble-metilada en la lisina 4 (H3K4) (Shi et al., 2004).
Las modificaciones post-traduccionales del extremo amino terminal de las histonas alteran la
carga electroestatica de la superficie del nucleosoma, determinando cambios en la estructura
local de la cromatina. Residuos sumamente conservados presentes en las cuatro histonas basales
sirven de blanco para la acetilacion de lisinas, constituyendo la modificacién de histonas mejor

caracterizada en su asociacién con cromatina activa y activacién génica (Hansen et al., 2010).

Se tiene entonces un contexto altamente organizado y dinamico en el cual se lleva a cabo la
expresion génica. Este contexto est4 lejos de permanecer constante en el tiempo, ya que es some-
tido a constantes modificaciones estructurales, cada una de las cuales se encuentra estrechamente
regulada. Todos estos factores mencionados, juegan importantes roles en la determinacién de
los niveles de expresién génica, permitiendo o imposibilitando el acceso de la magquinaria trans-
cripcional a los promotores de manera dinamica en respuesta a los requerimientos celulares. Sin
embargo, la modificacién covalente del ADN en la cromatina también es capaz de influenciar la

transcripcion. Es en esta modificacién donde centraremos nuestra atencién a continuacién.

1.2.2. Metilacién del ADN

La modificacién del ADN, a través de la adicién de un grupo metilo en la posicién 5 de las
Citosinas ubicadas en un dinuclestido CpG palindrémico (*™°CpG), es considerada una marca
epigenética. En el genoma de los mamiferos, la distribucién de dinuclestidos CpG se observa. a
una tasa menor de la esperada en base a la frecuencia de ocurrencia de los nuclestidos C y G.
Sin embargo, los dinuclestidos CpG se encuentran enriquecidos en la regién -400/-4400 del sitio
de inicio de la transcripcién (Aerts et al., 2004). Este enriquecimiento se debe a la- presencia de
islas CpG, regiones de mas de 200 pares de bases con un alto contenido de nucleétidos citosinas

y guaninas (Gardiner-Garden and Frommer, 1987).

En las regiones con baja frecuencia de dinuclestidos CpG, se observa que las citosinas se

encuentran metiladas, mientras que las islas CpG ubicadas en la regién préxima al sitio de inicio




de la transcripcion se encuentran libres de metilacion, conformando regiones hipometiladas del
genoma. (Rollins et al., 2006). Asf, €l genoma consta de regiones cortas, de menos de 4000 pares
de bases, libres de metilacién que se encuentran inmersas en largos dominios metilados. Esto
puede constituir un mecanismo con el potencial de disminuir el tamafio efectivo del genoma,
exponiendo aquellos promotores con islas CpG con bajo porcentaje de metilacién (Ooi and

Bestor, 2008).

La metilacién de las citosinas se lleva a cabo por la accién de las proteinas ADN metilo-
transferasas (DNMT), en particular DNMT1, DNMT3a y DNMT3b. Estas protefnas comparten
el mecanismo catalftico utilizando S-adenosil-L-metionina (SAM) como donante del grupo metilo
(Bestor, 2000; Goll and Bestor, 2005). DNMT1 actiia preferentemente sobre substratos hemi-
metilados y se localiza en el frente de replicacién (Leonhardt et al., 1992) manteniendo el patrén
de metilacién en la hebra de ADN naciente. Las protefnas DNMT3a y DNMT3b actiian sobre
ADN no metilado y hemi-metilado con similar eficiencia y son consideradas responsables de
la metilacién de novo del ADN; sin embargo, se ha descrito la interaccion entre DNMT1 y
DNMT3a durante la metilacion de novo, sugiriendo un rol para DNMT1 en el proceso (Fatemi

et al., 2002).

La metilacion de las citosinas provoca cambios en el surco mayor del ADN, alterando la
interaccién entre proteinas y el ADN. A pesar de este cambio, existen protefnas con dominios
capaces de reconocer las regiones metiladas del ADN de manera especifica, conocidas como
protefnas de unién a **CpG (MBP). El dominio de unitn a 5°CpG (MBD) fue caracterizado
inicialmente en la proteina Mecp2 (Nan et al., 1993) y es compartido por las protefnas MBDI,
MBD2, MBD3 y MBDA4. Estas MBP, exceptuando a MBD3, pueden unirse a SmeCp@G y reclutar
diferentes proteinas capaces de remodelar la cromatina, tales como el complejo de histonas
deacetilasas (HDACs), histonas metilo-transferasas y complejos remodeladores dependientes de
ATP (Jones et al., 1998; N et al., 2005; Zhang et al., 1999). Esto ha llevado a considerar la

metilacién del ADN como una marca epigenética asociada a la represion génica.

1.2.3. Relevancia Funcional de la Metilacién

El rol de la metilacién del ADN ha destacado en procesos como la inactivacién del cromosoma,
X, la diferenciacién celular y la supresién de los transposones (Altun et al., 2010; Goll and Bestor,

2005; Jones and Takai, 2001; Tycko, 2010). La metilacién de las citosinas determina un cambio
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en las interacciones entre el ADN y las proteinas, inhibiendo la interaccién secuencia-especifica
de factores de transcripcién con la regién promotora de genes blanco. Asi mismo, la metilacién
puede reclutar proteinas MBD, las cuales pueden alterar el estado de la cromatina a través de sus
interacciones con protefnas remodeladoras asociadas al silenciamiento génico (Jones and Takai,
2001). Sin embargp, suponer que la metilacién del ADN es sinénimo de silenciar la expresién
génica es una sobre-simplificacién del sistema. Para comprender esto se destacan los estudios
de expresion génica realizados en animales nulos para Mecp2. Estos estudios muestran genes
cuya expresién incrementa y que por ende permiten sosterer el modelo simplista en el que la
metilacién actia como un silenciador de la expresién génica. Sin embargo, también se encontrd
un gran nimero de genes cuya expresion se ve reducida, esto tiltimo es consistente con un
modelo en el cual Mecp2 actiia como activador de la transeripcién (Urdinguio et al., 2008).
Esto es corroborado por modelos murinos en los cuales se sobre-expresa Mecp2, obteniéndose
un aumento en la expresién de genes blanco. Este efecto es mediado por la interaccién entre
Mecp2 y CREB1 (Chahrour et al., 2008). Asi, se tiene que el rol de la metilacién de citosinas
en la regulacion de la transcripcion de un gen determinado no puede ser determinado a priori.
A pesar de la gran cantidad de informaci6n disponible, resulta imposible asociar la metilacién

de una citosina a una funcién sin llevar a cabo un estudio detallado.

Recientemente se describié que la respuesta transcripcional del gen pS2 en respuesta a es-
trégeno conlleva cambios ciclicos en los niveles de metilacién en su regién promotora. Para esto,
se silencid la actividad del promotor manteniendo el cultivo libre de estrégeno por tres dias.
Transcurrido este tiempo, se agregé estrogeno y se tomaron muestras cada diez minutos por un
periodo de tres horas, observindose incrementos en los niveles de metilacién del promotor a los
20 y 120 minutos. Asi, cuando pS2 est4 transcripcionalmente activo, el ADN es metilado tras
la ocupacién ciclica del promotor por el receptor de estrégeno alfa y por la ARN polimerasa
II. Resultados y cinéticas similares se obtuvieron para diferentes promotores y bajo diferentes
metodologfas para sincronizar la actividad transcripcional (Kangaspeska et al., 2008). Estos re-
sultados permiten comprender la metilacién del ADN no solo como una marca epigenética capaz
de reprimir o activar la transcripcion génica, sino como parte inherente de la transcripcién ciclica
del gen pS2 (Métivier et al., 2008).

El papel dindmico y fundamental de la metilacién del ADN queda expuesto a cabalidad por

enfermedades como el sindrome de inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica y anormalida-
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des faciales (ICF) y el sindrome de Rett (RTT). El sindrome ICF (OMIM 242860) se caracteriza
por la reduccién en el nivel de inmunoglobulinas, alteraciones faciales leves y por mostrar la
heterocromatina yuxtacentromérica alargada en los cromosomas metafasicos. Este sindrome es
causado por mutaciones en el gen que codifica la proteina DNMT3b (Xu et al., 1999). De manera
concordante, regiones que se encuentran fuertemente metiladas en diferentes tejidos se muestran
hipometiladas en pacientes con sfndrome ICF. El sindrome de Rett (OMIM 312750} (RTT) es
causado por mutaciones en el gen que codifica la proteina Mecp2 (Amir et al., 1999) y se define
como un desorden postnatal progresivo del desarrollo neuronal. Los pacientes con sindrome de
Rett, que afecta principalmente a nifias, se desarrollan normalmente hasta los 6-18 meses de
edad, luego de esto comienza un estancamiento del desarrollo, destacandose la disminucion del
crecimiento de la cabeza que da origen a una microcefalia. A medida que el sindrome progre-
sa, comienza una etapa de regresion, en la cual el deterioro determina caracterfsticas autistas,
anormalidades motoras y retardo mental (Chahrour and Zoghbi, 2007). Diferentes modelos mu-
rinos de RTT muestran alteraciones en la funcionalidad sinaptica, observandose que animales
sintomaticos son incapaces de mostrar potenciacién de largo término (LTP) en el 4rea CA1 del
hipocampo. Es interesante notar que estas alteraciones no fueron observadas en animales jévenes
no sintématicos, dando un sustento a nivel neurofisiolégico a la regresién caracteristica de este

sindrome (Asaka et al., 2006; Moretti et al., 2006).

1.3. Proteina de Union a Citosinas Metiladas 2

La proteina de union a citosinas metiladas 2 (Mecp2) pertenece a la familia de proteinas MBP
¥y esté codificada por el gen Mecp2, el cual posee cuatro exones que dan origen a dos isoformas
de la proteina. Sin embargo, recientemente se demostré que la re-expresién isoforma-especifica
de Mecp2 revierte el fenotipo asociado al sindrome de Rett, que se define mas adelante (Kerr
et al., 2012). La proteina Mecp2 esta compuesta por tres dominios: el dominio MBD, un dominio
de represién transcripcional (TRD) y un dominio C- terminal. El dominio MBD es necesario
y suficiente para la interaccién con 5™*CpG en diversos contextos de secuencias de ADN (Free
et al., 2001). El dominio TRD recluta complejos represores y proteinas HDAC, por lo que su
actividad represora recae en la capacidad de remodelar la cromatina (Nan et al., 1998). El

dominio C terminal facilita la interaccién de Mecp2 con los nucleosomas y con el ADN desnudo

(Chandler et al., 1999).




Esta diversidad de funciones hacen de Mecp2 una proteina que integra informacién epigené-
tica como la metilacion del ADN para acoplarla a la expresion de genes blanco. Adicionalmente,
se ha descrito que Mecp2 reprime la transcripcion génica de manera independiente de las HDAC
(Yu et al., 2000). En esta misma linea se demostr6 que Mecp2 previene la formacion del complejo
de pre-iniciacién de la transcripcion, interactuando con la maquinaria basal de la transcripcion
(Kaludov and Wolffe, 2000). Recientemente se ha descrito que en adicién a su funcionalidad
como represor transcripcional, Mecp2 es capaz de activar la actividad transcripcional de genes
como somatostatina y Pomc, demostrandose que Mecp2 interacttia con co-activadores, desta-
candose la interaccion con la 1 (CREBL1). Esta interaccién muestra un efecto sinérgico sobre
la actividad transcripcional de los genes blanco. Se tiene entonces un panorama en que la me-
tilacion del ADN puede imposibilitar el acceso de factores de transcripcién a los promotores.
Esto puede ocurrir por la sola presencia de islas CpG metiladas o por la interaccién de éstas
con Mecp2, posicionando la metilacion del ADN como un factor relevante en el estudio de la

regulacion de la expresion génica (Chahrour et al., 2008).

1.3.1. Regulacién de Mecp2 por Actividad Neuronal

Estudios llevados a cabo en ratén han mostrado que la proteina Mecp2 se expresa en el sis-
tema nervioso central, alcanzando sus niveles mas altos de expresién en neuronas post-mitoticas
(Balmer et al., 2003). Esto, sumado a la recuperaciéon del fenotipo asociado al sindrome de
Rett por la re-expresion de Mecp2 en neuronas post-mit6ticas en modelos murinos (Luikenhuis
et al., 2004), sugieren un rol para Mecp2 como un regulador selectivo de la expresiéon génica en

neuronas.

El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) tiene un importante rol en el desarrollo y
mantencion del sistema nervioso central, promoviendo tanto el desarrollo y crecimiento de nuevas
neuronas como su interacciéon por medio de conecciones sinapticas, modulando la actividad
y plasticidad sinaptica. La estructura del gen Bdnf de rata estid bajo el control de cuatro
promotores que dan origen a al menos ocho mensajeros diferentes (Timmusk et al., 1993). El
aumento en la concentracion de calcio intracelular activa al promotor III de Bdnf (Tao et al.,
1998); esta activacion involucra la fosforilacion calcio-dependiente de Mecp2 (Chen et al., 2003).
Mecp2 se encuentra unida al promotor del exén III en condiciones basales, sin embargo, ante

la despolarizacién de la membrana, se gatilla la fosforilacién de Mecp?2 en la serina 421 (S421);
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esto libera a Mecp2 del promotor, permitiendo su trdnscripcién (Chen et al., 2003; Zhou et al.,
2006). Diversos paradigmas han mostrado inducir la fosforilacion en S421, entre los cuales se
destaca la estimulacién eléctrica de alta frecuencia y los entrenamientos conductuales, resultando
de particular importancia que la mutacién puntual que imposibilita la fosforilacion en la 5421,
determina una mayor unién de Mecp2 con sus promotores blanco (Li et al., 2011). Los trabajos
presentados anteriormente son corroborados con la observacion de modelos murinos del sindrome
de Rett, los cuales muestran niveles normales de BDNF durante la etapa pre-sintoméatica del
sindrome, dan paso a una disminucién de los niveles con el comienzo de la sintomatologia (Sun
and Wu, 2006). Asf, la sobreexpresién de BDNF en estos animales revierte parte de su fenotipo
(Chang et al., 2006), sugiriendo que parte de las alteraciones que componen el RT'T pueden
deberse a una regulacién transcripcional anémala debido a la ausencia de uno de sus reguladores

transcripcionales basales, Mecp2.

Otra modificacién post-traduccional importante para comprender la regulacién actividad-
dependiente de Mecp?2 es su fosforilacién en la serina 80 (S80). Esta fosforilacién es regulada de
manera inversa a la fosforilacién en S421. Asi, la despolarizacion inducida por el tratamiento con
KCl determina una disminucién de los niveles de fosforilacion en S80 (Tao et al., 2009). La muta-
cién S80A determina menores niveles de interaccién de Mecp2 con promotores de genes blanco,
teniéndose entonces que en estado de reposo la S80 se encuentra fosforilada, favoreciendo la in-
teraccion de Mecp2 con promotores de genes blanco. Los animales que poseen la mutacién S80A
exhiben una reduccién de la actividad locomotora a la mitad de la presentada por los animales
silvestres. En contraste la mutacién S421A determina un incremento en la actividad locomotora,
sugiriendo que estas fosforilaciones tienen efectos diferentes y, probablemente opuestos sobre la

funcionalidad de Mecp2 (Chao and Zoghbi, 2009).

La capacidad de regular la funcionalidad de Mecp2 de manera actividad-dependiente, hace
de Mecp2 un regulador transcripcional interesante. Ademds se debe sefialar que los modelos
murinos de Sindrome de Rett presentan diversas alteraciones, entre ellas debemos destacar los
problemas en la homeostasis de calcio (Kron and Miiller, 2010; Mironov et al., 2009) y las
alteraciones en aprendizaje, memoria y LTP inducida en el drea. CA1 del hipocampo (Moretti

et al., 2006).
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1.3.2. Mecp2 y Potenciacién de Larga Duracién

En cuanto a la relacién entre Mecp2 y la plasticidad sinaptica, se destaca la caracterizacion de
los animales mutantes nulos para Mecp2 realizada por Asaka y colaboradores (Asaka et al., 2006).
Estos animales mostraron una disminucién significativa en la facilitacién por pulsos pareados,
sugiriendo una mayor liberacién de neurotransmisor en los animales nulos. La expresion de las
subunidades del receptor NMDA también mostré diferencias, encontrandose disminuidos los
niveles de la subunidad NR2A, mientras que los niveles de la subunidad NR2B se encontraron
aumentados. La expresion de otras proteinas propias de la arquitectura pre y post siniptica
evaluadas por Asaka et al. (2006) fueron indistinguibles entre el animal silvestre y los animales
nulos para Mecp2. Consistente con estas observaciones, se encontré que las propiedades basales
de la neurofransmisién no se ven afectadas en los animales nulos para Mecp2, observindose
una curva estimulo-respuesta y una potenciacién post-teténica indistinguible de las respuestas
obtenidas para los animales silvestres. A pesar de esto, existe un deterioro en la LTP inducida
tanto por estimulacién en rafagas theta como por estimulacién de alta frecuencia en la sinapsis
CA1-CA3 en animales sintoméaticos, observindose que la potenciacién cae a niveles basales tras
alrededor de una hora de registro, datos que concuerdan con lo obtenido para la LTP inducida
en rebanadas de corteza somatosensorial (Asaka et al., 2006; Lonetti et al., 2010; Weng et al.,
2011).

1.4. Plasticidad Dependiente de la Experiencia

La dependencia de la estimulacion externa es necesaria para el desarrollo y mantencién de
los circuitos neuronales en su aspecto mas fino y funcional. Asf, por ejemplo, €l desarrollo de la
sinapsis retinogenicular murina conlleva al menos tres etapas. Las dos primeras son intrinsecas y
no requieren la estimulacion visual. En estas etapas se incluyen el desarrollo de las proyecciones
axonales y formacioén de las sinapsis. La segunda etapa requiere actividad esponténea de las
neuronas que participan de este circuito, permitiendo la eliminacién de sinapsis inmaduras. La
tercera etapa no es un fenémeno neuronal intrinseco y solo puede darse por medio de la exposicién
a la experiencia visual (Noutel et al., 2011). Esta etapa representa el fenémeno de plasticidad
dependiente de la experiencia, en donde los programas intrinsecos son complementados por medio

de la experiencia sensorial, permitiendo el refinamiento de los circuitos. Es interesante que Mecp2
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participe activamente de la plasticidad dependiente de la experiencia, llegando a sugerirse que las
principales caracterisiticas del sindrome de Rett surgen como consecuencia de la imposibilidad
de llevar a cabo las modificaciones inducidas por medio de la plasticidad dependiete de la
experiencia. Asi, en el ejemplo planteado, la sinapsis retinogenicular presenta alteraciones en
los animales nulos para Mecp2. Sin embargo, las alteraciones encontradas no ocurren durante el
desarrollo intrinseco y se limitan exclusivamente a la tercera etapa del desarrollo, la etapa que
requiere de la experiencia (Noutel et al., 2011). El fenémeno de plasticidad dependiente de la
experiencia contimia presentdndose aiin en la etapa adulta y es parte importante del aprendizaje
¥ formacién de nuevas memorias. Asf debemos considerar que el RT'T es reversible en ratones
adultos, asi la re-expresién de Mecp2 en ratones permite una robusta recuperacién del fenotipo
asociado a este sindrome (Guy et al., 2007; Kerr et al., 2012), sugiriendo que este sindrome
no encuentra su fundamento en problemas neurodegenerativos y que los genes necesarios para
dar origen a los fenémenos asociados con la plasticidad sinaptica se encuentran intactos pero
silentes en este modelo murino. Asi, la recuperacién fenotipica sugiere que la regulacién de estos
genes silentes puede ser recuperada activamente en neuronas. A continuacién se presentara un

paradigma ampliamente utilizado para inducir plasticidad dependiente de la experiencia.

1.4.1. Enriquecimiento Ambiental

El enriquecimiento ambiental (EE) es una modificacién de las condiciones estandar para la
mantencién de animales de laboratorio definida inicialmente como «una combinacién comple-
ja de estimulacién social e inanimada». El EE tipicamente considera jaulas mas grandes de lo
normal, un grupo mayor de animales, objetos de diferentes formas, tamafios y texturas y la opor-
tunidad de realizar ejercicio voluntario (van Praag et al., 2000). El objetivo del enriquecimiento
ambiental es proveer al animal con mayores niveles de estimulacién sensorial y cognitiva, ademas
de posibilitar la existencia de conductas sociales mas complejas, promoviendo en consecuencia

la conducta exploratoria esponténea (Baroncelli et al., 2010).

El EE causa diversos efectos a nivel conductual y fisiolégico, tanto para animales silvestres
como en modelos de diversas enfermedades. Asi ¢l EE determina un incremento en los niveles
de neurotrofinas como BDNF y el factor de crecimiento de nervios (NGF) (Ickes et al., 2000).
Estructuralmente, el EE aumenta tanto la arborizacién dendritica como el nimero de espinas

dendriticas (Rasin et al., 2011; Turner et al., 2003), llegando recientemente a demostrarse in
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vivo que el EE incrementa la densidad y la tasa de recambio de espinas dendriticas (Jung and
Herms, 2014). A nivel celular, se observa un incremento en la expresion de proteinas propias de
la arquitectura siniptica, como PSD-95 y Sinaptofisina (Nithianantharajah et al., 2004) y un
cambio en la expresién de las subunidades de los receptores NMDA y AMPA, favoreciendo la
dinamica de ensamblaje y trafico de receptores (Naka et al., 2005; Tang et al., 2001), determi-
nando una potenciacién de la LTP inducida en la sinapsis CA3-CA1 (Artola et al., 2006; Duffy
et al., 2001). Estos cambios fisiologicos estan acompafiados por un mejor desempefio en pruebas
conductuales como el laberinto acudtico de Morris (Kempermann et al., 1997) y la extincién
del miedo inducido por condicionamiento al contexto (Tang et al., 2001). Se tiene entonces
que el EE, como modelo de estimulacién cognitiva, sensorial y motora, ha demostrado inducir
plasticidad sindptica dependiente de la experiencia, tanto a nivel estructural como funcional

(Nithianantharajah and Hannan, 2006).

1.4.2. Enriquecimiento Ambiental y Enfermedades Neuroldgicas Aso-

ciadas al Desarrollo

Dada la actividad multifactorial del EE sobre la plasticidad sinaptica, se considera la posi-
bilidad de que el EE pueda tener un efecto benéfico sobre diversas enfermedades neurolégicas
que comparten la disminucion de la plasticidad sinaptica como rasgo caracteristico, siendo esto
producto de la alteracion de los procesos de plasticidad que tienen lugar de manera natural
durante el desarrollo. El sindrome de Rett pertenece a este grupo de enfermedades y a través
de uno de sus principales modelos se ha podido dar cuenta del efecto del enriquecimiento sobre
pardametros conductuales, morfolégicos y moleculares. Asi, para animales nulos para Mecp2, el
EE determina una normalizacién de los niveles de BDNF, alcanzando los niveles de los anima-
les silvestres mantenidos en condiciones estdndar. Ademé4s se observé una recuperacién de la
LTP inducida por TBS en rebanadas de corteza somatosensorial (Lonetti et al., 2010). Esto es
acompaiiado por una recuperacion de la coordinacién motora y de la conducta ansiosa evaluada
a través del laberinto en cruz elevada (Kerr et al., 2010a), permitiendo que los cambios que
subyacen estas mejorias cobren relevancia como blanco terapéutico para el Sindrome de Rett.

El sindrome de Rett es una de diversas enfermedades neurolégicas para las cuales el EE ha
mostrado revertir parte de su fenotipo. Entre ellas cabe destacar las enfermedades de Huntigtons,

Alzheimer, Parkinson y al Sindrome de X fragil (Nithianantharajah and Hannan, 2006). Dando
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cuenta de que el enriquecimiento ambiental, como modelo de plasticidad dependiente de la
experiencia, es capaz de gatillar efectos estructurales y moleculares tanto en animales silvestres

como en diversos modelos de enfermedades.

1.5. Propuesta

A lo largo de la introduccién se han presentado datos que sugieren un rol activo de los canales
RyR tanto en la induccién como en la mantencién de la LTP, concepto que se ve reforzado por las
diferentes alteraciones conductuales evidenciadas al modificar la funcionalidad de los receptores
de ryanodina por medio de agentes farmacologicos. En el laboratorio de la Dra. Cecilia Hidalgo
se ha establecido que tanto Ryr2 como Ryr8 aumentan su expresién en respuesta a la inyeccién
de BDNF intra-hipocampo; asi mismo, el entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris
aumenta la expresion de ambos isotipos en hipocampo de rata (Adasme et al., 2011), abriendo
la interrogante acerca del mecanismo de regulacién tramscripcional de los canales RyR. En
particular, RyR3 ha mostrado participar de la induccién y mantencién de la LTP (Balschun
et al., 1999), ademas de resultar determinante para el rendimiento en pruebas de aprendizaje y

memoria, haciendo que la regulacion transcripcional de Ryr8 sea un 4rea interesante de estudio.

La metilacion del ADN como marca neuroepigenética presenta el potencial de regular la
expresién génica. En esta linea, el trabajo de Guo et al. (2011) muestra que la estimulacién
electro-convulsiva aplicada a ratones genera cambios perdurables en la metilacién del ADN,
encontrdndose a Ryrd entre los genes que presentan cambios en los niveles de metilacién de su
promotor (Guo et al., 2011). Consecuentemente, se observé un cambio en los niveles transcrip-
cionales de Ryr3, sugiriendo que la metilacion del promotor de Ryr8 es un elemento que puede

efectivamente regular su transcripcién.

Dentro de las proteinas MBD que interactian con el ADN metilado, Mecp2 ha mostrado ser
regulada de manera actividad-dependiente por medio de su fosforilacién en S421 y S80, alterando
su capacidad de interactuar con promotores de genes blanco como BDNF. Consistente con la
idea de que Mecp2 puede actuar como regulador transcripcional de Ryr3, se tiene que un analisis
de la expresi6én génica de animales nulos para Mecp2 arroj6 a Ryr3 entre los genes con expresi6n
reducida en cerebelo (Ben-Shachar et al., 2009a), sugiriendo que Mecp2 participa activamente

sobre la actividad transcripcional de RyrS. Mecp2 permite asi relacionar la actividad neuronal
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con la actividad transcripcional de un gen, haciendo de Mecp2 un interesante candidato para

dirigir la regulacion actividad-dependiente de Ryr3.

El EE, como paradigma experimental, ha mostrado inducir plasticidad dependiente de la
experiencia, tanto a nivel estructural como fisiolégico. Por esto, el EE constituye un paradigma
1itil para evaluar cambios inducidos por actividad neuronal, mostrando la capacidad de potenciar
la LTP y de alterar la expresién de diversas protefnas relacionadas a la plasticidad sinéptica.
Asi, el EE permite abordar la capacidad de Mecp2 de actuar como regulador transcripcional

actividad-dependiente de Ryrd. Ademas, la recuperacién fenotipica inducida por el EE en ani-

males nulos para Mecp2 permite plantear al EE como una plataforma para identificar cambios
criticos con potencial terapéutico para el sindrome de Rett, resultando sumamente interesante

comprender la participacion de los canales RyR en este proceso.

En esta tesis se buscard determinar la regulacién transcripcional de Ryr8 por medio de la
interaccién de la proteina Mecp2 con su promotor, con énfasis en las modificaciones de esta
interaccién determinados por el paradigma de EE utilizado como inductor de plasticidad de-
pendiente de la experiencia. Conjuntamente, mostrar que Mecp2 actiia como regulador de la
expresion del canal Ryr8 permite suponer un rol para estos canales en el fenotipo siniptico de
los animales nulos para Mecp2, por lo que se plantea evaluar la funcionalidad de los canales RyR
en este modelo del sindrome de Rett. Resulta llamativo evaluar si los canales RyR participan del
fenotipo sindptico descrito para los animales nulos asi como de la mejoria fenotipica observada

al exponer a los animales nulos al EE.

Con los antecedentes descritos, se plantea la siguiente hipétesis y objetivos de trabajo.

1.5.1. Hipotesis

La proteina de unién a citosinas metiladas 2 (Mecp2) acttia como activador transcripcional
del receptor de ryanodina 3 (Ryr3) en plasticidad dependiente de la experiencia inducida en

ratones por exposicion prolongada a un ambiente enriquecido (Figura 1.5.1).

1.5.2. Objetivo General

Determinar el mecanismo de regulacién transcripcional de Ryr3 en plasticidad dependiente de

la experiencia en funcién de la interaccién de Mecp2 con su promotor evaluada en hipocampos
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Figura 1.5.1: Hipétesis: Se representa la hipotesis del trabajo: Mecp2 acttia como activador
transcripcional de Ryr3. Se destaca el efecto del ambiente enriquecido sobre la metilacién del
promotor de Ryr3, pasando de un estado de metilacién bajo (circulos vacios) a un nivel al-
to (circulos rellenos). El incremento de la metilacién favorece la interaccion de Mecp2 con el
promotor, incrementando la actividad transcripcional (SIT: Sitio de Inicio de Transcripcion).

de ratones.

1.5.2.1. Objetivo Especifico 1

Evaluar el estado de la metilacion del promotor proximal de Ryr3 en condicién basal y

determinar el efecto del EE sobre este estado

Haciendo uso de la reaccién en cadena de la polimerasa especifica para la metilacion (MSP)y
de la secuenciacion de ADN modificado por bisulfito, se caracterizara la metilacién del promotor
proximal de Ryr3, lo que permitira otorgar un substrato para su regulacién en funcién de Mecp?2.
Dada la evidencia presentada en el trabajo de Guo y colaboradores (Guo et al., 2011), se espera
encontrar que el promotor proximal de Ryr& presente citosinas que muestren cambios en su

estado de metilacion debido a la plasticidad dependiente de la experiencia inducida por el EE.

1.5.2.2. Objetivo Especifico 2

Determinar la interaccion de Mecp2 con el promotor de Ryr3 en condicién basal y el efecto del

EE sobre esta interaccion.

Se evaluara la funcionalidad de la metilacién en funcién de la interaccion de Mecp2 con la

region caracterizada en el objetivo 1. Asi mismo, se buscara establecer una relacién entre esta
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interaccién y los niveles de transcripcion de Ryr3. Se espera, segin planteado en la hipétesis,
que exista una relacién directa entre la interaccién de Mecp2 con el promotor de Ryr8 y su nivel
de actividad transcripcional evidenciado en el nivel de ARN mensajero detectado. Asi mismo,
se espera una concordancia entre lo propuesto en la hipétesis y los niveles de ARN mensajero
de Ryr3 observados en animales nulos para Mecp2 mantenidos tanto en condiciones estandar

(8C) como en EE, corroborando el rol de Mecp2 como activador transcripcional de Ryr3.

1.5.2.3. Objetivo Especifico 3

Evaluar el papel de la regulacién transcripcional de Ryrg en el incremento en la densidad de

espinas dendriticas inducida por EE.

Observaciones realizadas in vitro han permitido sugerir que los canales RyR contribuyen a
la remodelacion de espinas dendriticas dependiente de actividad. El1 EE sera utilizado como pa-
radigma para evaluar la contribucién de la regulacién transcripcional de Ryr3 a la remodelacién
de espinas dendriticas inducida por la plasticidad dependiente de experiencia. Se espera que los
animales nulos para Mecp2 presenten disminuida la densidad de espinas dendriticas producto de
la regulacién franscripcional alterada de Ryr3. Funcionalmente se espera que esto se manifieste
en alteraciones conductuales en una prueba de memoria y aprendizaje en comparacién a los

animales silvestres mantenidos en EE.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1. Descripcion General

Al obtenerse una camada de animales estos son genotipificados, reconociendo si son animales
silvestres (WT) o nulos para Mecp2 (KO). Los animales son situados en un EE, con comida y
agua brindadas ad-libitum, desde el destete hasta cumplidas las 8 semanas, edad a la cual se
iniciarén los experimentos. Esto permite contar con 4 grupos experimentales: Animales silvestres
mantenidos en condiciones estdndar (WT-SC), animales silvestres mantenidos en EE (WT-EE),
animales nulos para Mecp2 mantenidos en condiciones estandar (KO-SC) y animales nulos para
Mecp2 mantenidos en EE (KO-EE) (Figura 2.1.1). El EE consiste de dos jaulas fusionadas
por medio de un tunel. Estas janlas son compartidas por 8-10 animales, contrastando con los
4-6 animales mantenidos en las jaulas estdndar. Cada ambiente enriquecido presenta.objetos
de diferentes formas, colores y texturas con el objetivo de aumentar la estimulacién sensorial.
Ademss los animales tienen acceso a una rueda de ejercicio voluntario. Todos los objetos son
cambiados diariamente, por lo que el acceso a los diferentes jugnetes, incluyendo la rueda de
ejercicio, es intermitente. La jaula de enriquecimiento cuenta ademas con dos tipos de suelo ,
de diferentes texturas y olores, los cuales son intercambiados semanalmente para maximizar la

novedad y estimulacion del enriquecimiento.

Para caracterizar la metilacion del promotor de Ryr3 se utilizarsn animales silvestres mante-
nidos en condiciones estandar y animales silvestres mantenidos en EE. Se extraersa ADN desde el

hipocampo de estos animales, el cual sera sometido a conversién por bisulfito. Una vez realizado
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Figura 2.1.1: Esquema global de la metodologia de trabajo: Los animales, lue-
go de ser genotipificados, son destinados a una de las condiciones ambientales en
las cuales se mantienen desde las 3 semanas hasta las 8 semanas de vida. Pro-
ducto de este esquema se obtienen cuatro grupos experimentales Animales silves-
tres en condiciones estandar (WT-SC) y en enriquecimiento (WT-EE) y animales nu-
los para Mecp2 en condiciones estandar (KO-SC) y en enriquecimiento (KO-EE).

esto, el ADN modificado se utilizara como substrato para PCR metilacion especifica, obtenién-
dose una aproximacion cualitativa del estado de metilacién. A continuacién se secuenciara la
region de interés, y se comparara las secuencias de los animales en condiciones estandar y de EE.
Este protocolo permitira detectar cambios en el patrén de metilacion entre las dos condiciones.
Los resultados del PCR metilacién especifico permitiran dar un soporte a la regién en estudio
para proceder a su secuenciacion. En el caso de encontrarse un resultado negativo para el PCR

metilacion especifico, se procedera a replantear la regién de interés.

Para el objetivo 2, se comparara la inmuno precipitacién de cromatina realizada por medio de
anticuerpos contra Mecp2 total en muestras obtenidas desde hipocampos de animales silvestres
mantenidos en condiciones estandar o en EE, para caracterizar la interaccién de Mecp2 con las
regiones de interés definidas en el objetivo 1. Junto con esto se compararan, por medio de PCR
en tiempo real, los niveles de ARN mensajero de Ryr2 y Ryr3 para los animales silvestres en
condiciones estandar y en EE, con el proposito de establecer si hay una correlacién entre la
interaccién de Mecp2 y el nivel transcripcional de Ryr2 y Ryr3. En este punto se incluiran los
animales nulos para Mecp2, permitiendo comparar la expresion de Ryr2 y Ryr3 con la de los

animales silvestres.
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La idea de que es posible mantener una regulacién transcripcional de Ryr3 por la proteina
Mecp2, permite preguntarse si esta regulacién contribuye a la remodelacién de espinas dendri-
ticas dependiente de la actividad, de manera similar a como se ha observado en modelo in vitro.
Asi, se evaluaré la densidad de espinas dendriticas en hipocampos de animales silvestres y nulos
para Mecp2, mantenidos tanto en condiciones estdndar como en enriquecimiento. De encontrar-
se diferencias significativas en la densidad de espinas dendriticas se procedera a caracterizar el

mecanismo por el cual RyR3 puede contribuir a la remodelacién de espinas dendriticas.

2.2. Soluciones y Tampones

Para preparar las diferentes soluciones se cuenta con una serie de soluciones de abastecimien-
to, las cuales sirven de base para la elaboraci6n de las soluciones de trabajo. Asi, una solucién
de trabajo se obtiene al combinar diferentes voliimenes de las soluciones de abastecimiento y

completar hasta el volumen indicado en cada solucién.

2.2.1. Soluciones de Abastecimiento

Las siguientes soluciones se utilizaron como base para la preparacién de las soluciones de
trabajo. Su elaboracién debe ser cuidadosa, prestando atencién a la condicién de los implementos

y al pH final de la solucién.

Nombre Concentracién pH
Tris-HCl 0.5M 8.0
EDTA 0.5M 8.0
EGTA 200 mM 8.0
NaCl 2.5M
Hepes 0.5M 7.5
KCl1 2.5M
NaOH 3M
SDS 20 %
Nonidet P40 100 %

Cuadro 2.2.1: Soluciones de Abastecimiento
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2.2.2. Soluciones de Trabajo

Las soluciones de trabajo son preparadas considerando diferentes voliimenes de las soluciones
de abastecimiento, en los siguientes cuadros se presentan las composiciones de cada solucién,
seftalando los volumenes de las soluciones de abastecimiento necesarios y el voliimen final de la

solucion. Se presenta también la concentracion final de cada componente de la solucién.

2.2.2.1. Soluciones para Genotipificacién

Para la genotipificacién se requieren dos tampones Tris-EDTA y TE. El primero se utiliza
para la lisis del tejido y la obtencién de ADN (TEL). El ADN obtenido se resuspende en buffer
TE.

Solucién  Volumen de Abastecimiento Concentracién Final (V = 50mL)

Tris HCL 10 mL 100 mM
EDTA 500 ul 5mM

NaCl 4ml 200 mM
SDS 500uL 02 %

Cuadro 2.2.2: Tampén TEL

Solucién  Volumen de Abastecimiento Concentracién Final (V = 50mL)

Tris HCL 1mL 10mM
EDTA 100 uLs 1mM

Cuadro 2.2.3: Tampén TE

2.2.2.2. Soluciones para Inmunoprecipitacién de Cromatina

La inmunoprecipitacién de cromatina utiliza tres tampones basicos. El primero se requiere
para llevar a cabo la fijacion de la muestra, permitiendo fijar las interacciones entre ADN y pro-
teinas. Posterior a esto, se requiere llevar a cabo la lisis celular y lisis nuclear, este ltimo tampon

es de suma importancia, ya que en éste tampon tendrs lugar la sonicacién de la cromatina.
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Solucibn  Volumen de Abastecimiento Concentracién Final (V = 50mL)

Hepes 5 mlL 50mM
EDTA 100 ul, 1mM

EGTA 125ul, 0.5mM
NaCl 2mL 100 mL

Cuadro 2.2.4: Tampén de Fijado

Solucién Volumen de Abastecimiento Concentracion Final (V = 50 mL)

Tris HC1 1mL 10mM
NaCL 200 ul, 10mM
Nonidet P40 100 ul. 02%

Cuadro 2.2.5: Tampén de Lisis Celular

Solucién  Volumen de Abastecimiento Concentracién Final (V = 50ml)

Tris HC1 5mL 50 mM
EDTA 1mL 10mM
SDS 2.5ml 1%

Cuadro 2.2.6: Tampoén de Lisis Nuclear

2.3. Meétodos

2.3.1. Animales

Los animales nulos para Mecp2 corresponden al modelo desarrollado en el laboratorio de
Adrian Bird (Guy 2001). Los fundadores de la colonia fueron obtenidos desde The Jackson Labo-
ratory stock #003890. Hembras heterocigotas para Mecp2 en un fondo genético C57BL/6:129/SvJ
fueron cruzadas con machos silvestres en un fondo 129/SvJ. En esta tesis, para fines experimen-
tales, solo se utilizaron los machos nulos para Mecp2 y sus hermanos silvestres. Los animales se
mantuvieron en racks ventilados en condiciones SPF (Specific Pathogen Free) a una temperatu-
ra ambiente de 20°C en ciclo de 12/12horas Dia/Noche. La comida y el agua se brindaron ad
libitum. Los experimentos fueron disefiados de acuerdo a la gufa para el cuidado y uso de los
animales de experimentacion y aprobados por el comité bioético para el cuidado y uso de los ani-

males del Centro de Estudios Cientifico. Previo al trabajo con animales se exigi6 la aprobacion
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del curso teérico/préctico de manipulacién y uso de animales de experimentacién dictado por el
director del bioterio del Centro de Estudios Cientificos. El bioterio del centro de estudios cienti-

ficos cuenta con certificacién internacional otorgada por la AAALAC (http://www.aaalac.org/).

2.3.2. Enriquecimiento Ambiental

Los animales fueron mantenidos en un ambiente enriquecido por 5 semanas desde el destete
(p21). En cada enriquecimiento ambiental fueron mantenidos un mayor néimero de animales por
jaula (8-10 ratones), favoreciendo el establecimiento de interacciones sociales complejas. En adi-
ci6n los animales cuentan con mayor espacio por animal (159 cm? por ratén) que sus hermanos
mantenidos en condiciones estindar (113cm? por ratén). Las jaulas enriquecidas cuentan con
diversos juguetes que, para incrementar la novedad, son intercambiados diariamente. Los jugue-
tes incluyen una rueda de ejercicio voluntario, la cual est4 disponible intermitentemente para, los
animales. Otros juguetes permiten la formacién de pequefios laberintos y nidos. El EE considera
las mismas condiciones de luz, temperatura y alimento que la de los animales mantenidos en

condiciones estandar.

2.3.3. Genotipificacion

Se obtuvieron las puntas de las colas de los animales durante su tercera semana de vida; las
colas fueron digeridas en tamp6n TEL incluyendo protefnasa K a 55° durante toda la noche.
El ADN fue precipitado y lavado por la adicién sucesiva de etanol 100 % y 70 % para ser
resuspendido en 50 pL. de tampén TE. Una vez obtenido el ADN, este fue utilizado como
substrato en un PCR utilizando los partidores de genotipificacién: partidor sentido comin para
WT y KO secuencia CCA CCC TCC AGT TTG GTT TA, partidor antisentido especifico
para WT secuencia GAC CCC TTG GGA CTG AAG TT y partidor antisentido especifico
para KO secuencia CCA TGC GAT AAG CTT GAT GA (Cuadro 2.3.1). El producto del
PCR es analizado en un gel de agarosa al 1,5% observindose las bandas correspondientes a
animales silvestres, heterocigotos y nulos para Mecp2. Considerando el genotipo, los animales

son asignados azarosamente 2 las diferentes condiciones experimentales.
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Reactivo Solucion de abastecimiento Volumen Concentracion Final

Tampodn 5x Green Buffer Promega. 4uls Ix

dNTPs 5mM Promega 0.8uL 0.2mM
Partidor Sentido 10uM 1ul 0.5uM
Partidor Antisentido WT 10uM 1ul 0.5uM
Partidor Antisentido KO 10uM 1ul 0.5uM
MgCl, 25 mM 0.4uL 0.5mM

Taq - 0,4uL -

Agua ultrapura - 11.4uL -

ADN - 1ul -

Volumen de Reaccién - 20uL -

Cuadro 2.3.1: Mix de PCR para Genotipificacién de animales nulos para Mecp2

2.3.4. Tincién de Golgi-Cox

La tincion de Golgi-Cox se realizé en rebanadas de hipocampo utilizando el Kit FD Ra-
pid GolgiStain (FDNeuroTechnologies) siguiendo las instrucciones proporcionadas. Los cerebros
fueron removidos rapida y cuidadosamente para evitar un dafio externo producto de la mani-
pulacion y fueron sumergidos en suero fisiblogico mantenido a 4 °C para remover la sangre de la
superficie. El cerebro se seccion6 mediante cortes coronales conservando la regién conteniendo el
hipocampo y se sumergieron en la solucién de impregnado en la que se mantuvieron en oscuridad
por 2 semanas. Cortes de 200 pm fueron realizados en criostato y montados en porta-objetos en
dénde se finaliz6 el protocolo de tincién. Los cortes fueron finalmente deshidratados y cubiertos
utilizando Permount como medio. Los cortes fueron conservados en oscuridad hasta la toma de

fotografias.

2.3.5. Cuantificacion de Espinas Dendriticas

La cuantificacién de espinas dendriticas se realizé segiin previamente descrito (Orlowski and
Bjarkam, 2012). Dendritas secundarias o terciarias del Stratum radiatum de neuronas pira-
midales del 4rea CA1 del hipocampo fueron fotografiadas. Las dendritas consideradas para la
cuantificacién debian cumplir con los siguientes requisitos. 1) Presentar una buena tincién, sin
cortes a lo largo de la dendrita 2) Ubicarse a al menos 40 um del soma 3) El fragmento a cuan-

tificar debe encontrarse en un mismo plano focal y presentar un largo de alrededor de 30 pm
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Figura 2.3.1: Cuantificacion de espinas Dendriticas: La dendrita es reducida has-
ta conformarse un esqueleto de un pixel de ancho. El software Image) permite cuanti-
ficar las irregularidades del esqueleto, las cuales se corresponden con el niimero y ubi-
cacién aproximada de la espinas dendriticas. En la imagen se observa el esqueleto obte-
nido por el procesamiento de la imagen original sobrepuesto al fragmento de 20 pm de
dendrita que le corresponde, aprecidndose la colocalizacién de espinas con las perturba-
ciones del esqueleto de la dendrita. La imagen ha sido amplificada para su visualizacién.

(20-50 um) 4) El fragmento a cuantificar debe ser relativamente recto para minimizar errores.

Alrededor de 30 dendritas por animal fueron consideradas para su cuantificacién.

Las imagenes fueron inicialmente adquiridas mediante una cadmara MSHOT (Digital Mi-
croscope Camera MD-90) montada sobre un microscopio Olympus CX31. El tamafio de las
imégenes fue de 3488 x 2616 pixeles y se utiliz6 un objetivo 100X, dando una buena resolucién
para observar espinas dendriticas individuales. Regiones de interés conteniendo los fragmentos
de dendritas fueron recortadas de cada imagen y los procedimientos siguientes fueron realizados
en una imagen binaria de 8 bits. Se obtuvo el esqueleto de la imagen binaria por medio del
software ImageJ y se analiz6 utilizando la funcién Skeleton Analysis, obteniéndose el niimero
de extremos del esqueleto. Los extremos del esqueleto representan el niimero de irregularidades
en la superficie de la dendrita y corresponden al nimero y ubicacién aproximada de las espinas

dendriticas (Figura 2.3.1).

2.3.6. Extraccion de Tejidos

Animales de 8 semanas de edad mantenidos en las diferentes condiciones experimentales
fueron sacrificados por dislocacion cervical. El hipocampo completo (HPC), 1a corteza (CTX) y

el cerebelo (Cb) fueron disectados mediante un corte sagital medial. El tejido fue inmediatamente

utilizado o conservado a -80° C hasta su uso.




2.3.7. PCR en Tiempo Real

El ARN total fue extraido utilizando TRIzol (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instruc-
ciones del proveedor. El ARN fue precipitado desde la fase acuosa por la adicién de 1 volumen
de alcohol isopropilico. El ARN fue tratado con una unidad de DNasa I (Life Technologies) y
cuantificado en nanodrop por absorcién a 260nm y procesado inmediatamente guardsndose los
remanentes a -80 °C. 2pg de ARN total fueron retrotranscritos por 60 minutos a 37 °C utilizando
partidores al azar y el kit ImProm II (Promega) para sintetizar ADN complementario de hebra
tinica (cADN). La amplificacién y cuantificacién del cADN se realiz6 por medio de un mix de
PCR preparado utilizando Kapa SYBR Quantimix (Kapa). El PCR en tiempo real se realizé
por triplicado utilizando el termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett, Australia) en un volumen
final de 10uL, cada uno conteniendo 1pL de cADN en una dilucién previamente determina-
da. Los resultados fueron analizados mediante el software Rotor Gene 6000 Series Software 1.7
(Corbett, Australia) y los valores fueron normalizados por la metodologia de 2-24Ct (Livak and
Schmittgen, 2001) utilizando Ciclofilina A (Cycl) como normalizador. Cycl ha demostrado ser
expresado en altos niveles y presentar menor variabilidad que otros genes utilizados como nor-
malizadores (Torres-Andrade et al., 2014). La expresién relativa se presenta como el promedio
+SEM. La significancia se obtuvo por comparacién utilizando la prueba de T de Student. La

secuencia de los partidores utilizados se muestra en el cuadro 2.3.2.

Nombre Alineacién Secuencia Tm  Uso  Amplicén
Ryr3_F Exoén 18 TGGTGTCGGTGATGATCTGT 58 mARN 180
Ryr3_R Exén 19 TGCACAGGTTGTCCATTGAT 57 mARN

Ryr2_F Exén 72 AGCTTGAAAGACACCGAGGA 58 mARN 104
Ryr2_R Exon 74 TAGAGAGCCATCTGCCACCT 60 mARN

Cycl_F Ex6n 4 GGCAATGCTGGACCAAACACAA 62 mARN 221

Cycl_R Ex6n 5 GTAAAATGCCCGCAAGTCAAAAG 59 mARN
p250GAP_F  Exén 1 CAGGGATTCAAGAGTTTCTCAAG 57 mARN 213

p250GAP_R Ex6n 2 TTAACCTTCGTGCTCGCTGT 59 mARN
Pakl_F Ex6n 1 CCTGAAGGAACCCGGCG 60 mARN 237
Pak_R Exon 2 GGTGTTTCTCATCGGAGGGG 60 mARN

Cuadro 2.3.2: Secuencias Partidores para PCR en Tiempo Real




La metodologia utilizada para la cuantificacién de los datos obtenidos por PCR en tiempo
real corresponden al método 22ACt(Livak and Schmittgen, 2001). Esta metodologfa ha sido
ampliamente utilizada, contando con mas de 100 citaciones en la base de datos Pubmed y ha
sido previamente utilizada en el laboratorio del Dr. Kerr para la evaluacién de expresién génica
considerando diferentes condiciones (Torres-Andrade et al., 2014). El detalle del método 2-2ACk
puede ser revisado en el trabajo de Livak and Schmittgen (2001), sin embargo se procedera
a dar una breve descripcién del mismo para permitir una mejor interpretacién de resultados
al lector. El método 2-2ACt fue utilizado debido a que permite determinar una cuantificacién
relativa de un ARN mensajero, es decir, permite determinar si en una condicién de interés un
ARN mensajero se encuentra en mayor o menor abundancia en comparacién a una condicién
control. En la mayorfa de los anélsis de esta. tesis, la condicién ambiental estandar es considerada
como referencia o control y el enriquecimiento ambiental representa la condicién de interés en
la cual se busca determinar la abundancia relativa de los diferentes mensajeros. Este método
considera la normalizacién de la abundancia de un mensajero de interés por la abundancia de
un mensajero de referencia (Ct interés - Ct normalizador = ACt ), evitando que las diferencias
observadas para el mesajero de interés se deban a diferencias en la cantidad de cADN utilizado.
En adicién, el método considera una segunda normalizacién por la condicién de referencia o en
nuestro caso, la condién estandar de mantencién de los ratones (ACt - Ct promedio obtenido
en la condicion referencia = AACE). Ambas normalizaciones permiten obtener los componen-
tes pricipales del método AAC. De esta forma, los resultados y analisis presentados en esta
tésis consideraran siempre datos normalizados. El trabajo con datos de Ct crudos fue evitado
siguiendo la recomendacion presentadas en el trabajo de Livak and Schmittgen (2001): «Cual-
quier anéilisis estadistico considerando los valores de Ct crudos debe ser evitado». Debido a las
normalizaciones sucesivas, tanto por un mensajero de referencia, como por una manipulacién
ambiental control, el método exige que la abundancia del mensajero de referencia no sea alterada
por las manipulaciones ambientales. La forma. de llevar a cabo esta evaluacién esta descrita (Li-
vak and Schmittgen, 2001). En esta tesis, se realizé la evaluacién de una serie de normalizadores
de los cuales s6lo dos mostraron una abundancia constante entre las diferentes manupulaciones
ambientales, estos mensajeros son beta 2 microglobulina (B2M) (datos no presentados) y Cycl
(seccion resultados, figura 3.3.3 ). En adicién, Cycl fue previamente validado para la publicacion
del trabajo de Torres-Andrade et al. (2014). A pesar de esto, los principales resultados de esta
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tesis fueron andlisados utilizando tanto B2M como Cycl como normalizadores, permitiendo co-
rroborar que las diferencias observadas en los diferentes experimentos no se deben a alteraciones
de carga de cADN ni corresponden a un artefacto producido por el mensajero de referencia.
No obstante, es importante sefialar que en este escrito se presentan sélo resultados obtenidos
utilizando Cycl como normalizador. El segundo punto crucial y restrictivo para este método es
que las eficiencias de los partidores utilizados para el mensajero de interés y de referencia sean
similares. La forma de llevar a cabo esta evaluacion estd descrita (Livak and Schmittgen, 2001),
¥ los analisis pertinentes fueron realizados para los diversos partidores utilizados. Se presenta
un ejemplo representativo del anilisis realizado para los mensajeros de Cycl y de Ryr3 (Figura
3.3.3). En resumen: se realizaron las evaluaciones requeridas para el uso del método de 2-AACt
cumpliendose los requisitos presentados en el trabajo, permitiendo el uso de esta metodologia.
Asi, los resultados de esta tesis se presentan siempre en forma de expresion relativa, normalizados

tanto por un mensajero de referencia como por la manipulacion ambiental control.

2.3.8. Modificacion de ADN por Bisulfito

El tejido fresco o mantenido a -80°C fue digerido utilizando la proteinasa K por 4 horas
a 55°C. El homogenizado fue tratado con una unidad de RNAsa a 37°C por una hora para
eliminar la contaminacién por ARN. El ADN se obtuvo desde la fase acuosa obtenida por la
adicién de 1 volumen de Fenol/Cloroformo/alcohol Isoamilico (25:24:1) (Invitrogen). El ADN
fue resuspendido en 100yl de tampén TE y cuantificado utilizando nanodrop por absorcién
a 260nm. La modificacién de ADN por bisulfito se realiz6 utilizando el kit CpGenome Turbo
Bisulfite Modification (Millipore) segin las instrucciones del proveedor. 150ng de ADN fueron
denaturados por la adicién de NaOH 3N e incubados a 37 °C por 10 minutos. La modificacién se
realiz6 por 40 minutos a 70 °C procediéndose inmediatamente a la desulfonacién. El ADN modi-

ficado se purificé por centrifugacién en columnas, eluyéndose en 25y, de tampén previamente

calentado a. 65 °C.

2.3.9. PCR Metilacion Especifico

El PCR metilacién especifico (MSP) consta de una etapa inicial de denaturacion a 95 °C
con el fin de disminuir la probabilidad de ocurrencia de estructuras secundarias que faciliten

el alineamiento indeseado de partidores. Posterior a esta etapa se realiz6 un niimero de ciclos
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Nombre Alineacién Secuencia Tm Uso Amplicén

ryr3_M1_F 1426 GTCGTGTTAGTTGGTGTTTATAGTC 56 MSP 155
ryr3_M1_R 1581 TCTCTAACAACTCTTTACATACGCA 57 MSP
ryr3_M2_F 1426 GTCGTGTTAGTTGGTGTTTATAGTC 56 MSP 154
ryr3_M2_R 1580 CTCTAACAACTCTTTACATACGCA 55 MSP
ryr3_M3_F 1425 TGTCGTGTTAGTTGGTGTTTATAGTC 58 MSP 156
ryr3_M3_R 1581 TCTCTAACAACTCTTTACATACGCA 57 MSP
ryr3_BCD1_F 311 TTTGTTTGTGTAAAGTTTGTGGAGA 60 BCD 259
ryr3_BCD1_R 629 CCATTTACTAAAAAACAACCCTACC 58 BCD
ryr3_BCD2_F 372 TTGTTTGTGTAAAGTTTGTGGAGATA 59 BCD 259
ryr3_BCD2_R 629 CCATTTACTAAAAAACAACCCTACC 58 BCD

Cuadro 2.3.3: Secuencias Partidores para MSP

determinado experimentalmente. Cada ciclo considera denaturacién-alineamiento-elongacién a
95°C - Tm - 72°C, respectivamente. La temperatura de alineamiento (Tm) se determiné ex-
perimentalmente utilizando un gradiente de temperatura. El disefio de los partidores se reali-
26 utilizando el programa Methprimer (http://www.urogene.org/methprimer/). Este programa.
permite tanto el disefio de partidores para MSP como partidores para amplificar ADN modi-
ficado por bisulfito (BCD). Se disefiaron 3 juegos de partidores; el alineamiento del juego de
partidores en el contexto de la regi6n de interés se muestra en la figura 2.3.2. El partidor sentido
considera 7 citosinas, de las cuales 2 se encuentran en el contexto CpG. El partidor antisentido
considera 5 citosinas, de las cuales 1 se encuentra en un dinucleotido CpG. Las secuencias se

pueden encontrar en el cuadro 2.3.3

2.3.10. Secuenciacion del Promotor del Gen que Codifica para Ryr3

Se delimit6 una regién de interés (ROI) definida segiin los resultados obtenidos por medio de
MSP. El ROI fue definido considerando la secuencia de referencia del gen codificando para Ryr3
(NM_177652), ubicandose en esta secuencia el sitio de inicio de la transcripcién. Posteriormente
se abarcaron 1000 pb rio arriba y 800 pb rio abajo, dando un ROI de 1800 pb totales. En esta re-
gion se identificaron 9 dinuclestidos CpG, entre las que se encuentran las citosinas evaluadas por

MSP. La region genémica de secuenciacién puede ubicarse en el Genome Browser de la UCSC
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Nombre Secuencia Sentido Secuencia Antisentido

Ryr3_1 TTTAGATGTTTGTTTGTGTAAAGTTTGTGG CAACCCTACCCAAAAACATACCTAAATAAT
Ryr3_2 TAGGAAATTTGATTTTATTGTGTAGTGTTT AACCTCTTCCCCCAAAAATATAAAC
Ryr3_3 TAATTAAGATTGAAAGAGTAGATTTGTTTAGAT AACCACCTAAAAATAAACTTAATTATCAAAATAA

Cuadro 2.3.4: Partidores utilizados en la secuenciacién del promotor de Ryr3

bajo las coordenadas: chr2:113029482-113031331 (http://genome.ucsc.edu/). La secuenciacién
se realizdé utilizando los partidores presentados en el cuadro 2.3.4 a partir de ADN obtenido
desde hipocampo, cerebelo y corteza de animales mantenidos en condiciones estandar y en EE.
Se secuenciaron muestras de las diferentes subregiones de 4 animales por condicion ambiental.
También se secuenciaron hipocampos de 3 animales de 3 semanas de edad (p21). Estos tlti-
mos se definirdn como animales jévenes en el trabajo, mientras que aquellos animales que son
mantenidos dentro de las manipulaciones ambientales descritas para este trabajo se consideran
animales adultos. La secuenciacién fue realizada por una empresa externa (Zymo Research, Cali-
fornia, Estados Unidos), quienes realizaron la modificacién por bisulfito y la amplificacién de los
fragmentos de interés conteniendo los dinucle6tidos CpG ubicados en el promotor de Ryrd. Los
resultados se presentan como porcentaje de metilacién, este porcentaje representa la cantidad

de veces que una determinada citosina se encontré metilada del total de lecturas dadas para esa

citosina particular en el tejido analizado.

2.3.11. Inmuno Precipitacion de Cromatina

El hipocampo completo fue sometido a una disrupcién mecanica breve y fijado inmediata-
mente por 8 minutos a temperatura ambiente en solucién de fijado conteniendo formaldehido al
1% (Amresco). La. fijacién se detuvo con la adicién de glicina 2.5M. Se realizaron lavados con
PBS estéril conteniendo inhibidores de proteasas para luego proceder a homogenizar el tejido
mediante un homogenizador Potter en solucién de lisis celular. El producto de la homogeniza-
cién fue centrifugado y el precipitado resuspendido en 500 pL de tampén de lisis nuclear. La
sonicacion se realizé en ciclos de 30 segundos por un tiempo determinado experimentalmente de
20 minutos, obteniéndose fragmentos de cromatina en el rango de 200pb (Figura 3.4.1b). Los
complejos ADN-Proteina se precipitaron utilizando el Kit EpiQuik Chromatin immunoprecipi-

tation (# P-2003, Epigentek) utilizando 3 pg de anticuerpo contra Mecp2 (ab2828, Abcam) o
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igual cantidad de IgG como control. Para revertir el entrecruzamiento se incubé a 65 °C por toda
la noche y posteriormente se realiz6 una digestion utilizando proteinasa K. El ADN se obtuvo
una vez realizada una extraccién con Fenol/Cloroformo/alcohol Isoamilico (25:24:1) (Invitro-
gen) y una precipitacién con etanol y acetato de amonio a -80 °C por una hora. Para evaluar el
nivel de interaccion de Mecp2 con el promotor de Ryr 8, se realizaron PCR utilizando el inmuno
precipitado como sustrato con los partidores estandarizados experimentalmente, cuyas secuen-
cias se presentan en el cuadro 2.3.5. En la figura 2.3.2 se aprecia la ubicacién de los partidores
en el contexto de la secuencia del promotor. Los resultados se presentan como PCR de punto
final en gel de agarosa, PCR en tiempo real normalizado utilizando el método AACt (revisar
la seccién PCR en tiempo real para mayor detalle) considerando el locus H19 como region de
referencia y el promotor de Ryr3 como regién de interés y como porcentaje del input segtin

descrito previamente (Lin et al., 2012).

2.3.12. Laberinto Acuatico de Morris

El laberinto acuatico de Morris es una prueba clésica de aprendizaje espacial dependiente
de hipocampo. Para esta prueba. se llevd a cabo el entrenamiento descrito en Adasme y cola-
boradores (2011). La piscina es un recipitente plastico de 1,20 m de didgmetro y 60 cm de alto
¥y fue llenada con agua coloreada blanca hasta alcanzar los 40 cms de profundidad. El agua fue

coloreada con el fin de ocultar la plataforma, la cual fue situada en el cuadrante norte. Cla-

Nombre Alineaci6n Secuencia Tm Uso Amplicon

ryr3_C1_F 1406 ~ TGCATAGAGCAAACGCAGGT 60 ChIP 197
ryr3_C1_R 1602  AGAGCATGCCTAAGTGGTCG 59 ChIP
ryr3_C2_F 1403  TGCTGCATAGAGCAAACGCA 60 ChIP 196
ryr3_C2_R 1598  CATGCCTAAGTGGTCGGTCT 59 ChIP
ryr3_C3_F 1407  GCATAGAGCAAACGCAGGTG 59 ChlP 117
ryr_C3_R 1523  AGTAGAGGACCCTCAGCCAG 60 ChIP
H19 Cl_F 247  GGGGTTCACCTGTTTTGCAC 59 ChIP 142
HI9_Cl_R 388  GGCTTTTGTGCTTTCTGGCA 59 ChIP
Hi9 C2_F 165  TGGGTGTCAGCCCAAAATCA 59 ChIP 102
HI9_C2_ R 266  GTGCAAAACAGGTGAACCCC 59 ChlP

Cuadro 2.3.5: Partidores para inmuno precipitacién de Cromatina
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AGGGAGGGTIATGCATGAT

Figura 2.3.2: Secuencia del promotor de Ryr3: Se presenta la secuencia del promotor de
RyR3 con sus principales hitos y los partidores utilizados dentro de este contexto. Flecha Verde:
Inicio de transcripcion. Flecha Roja: Inicio primer intrén. Bloques Naranjos: Partidores MSP.
Bloques Morados: Partidores ChIP. Bloques Rojos: dinucleétidos CpG

ves espaciales, fueron colocadas rodeando la piscina, manteniendose fijas en su ubicacién por el
transcurso de la prueba. Se realizaron 4 repeticiones diarias de la prueba por 4 dias consecutivos.
Cada repeticion consto de 60 segundos, comenzando desde diferentes cuadrantes de la piscina pa-
ra evitar el aprendizaje en funcién de claves propiocéntricas. En la primera repeticiéon del primer
dia, aquellos animales que no encontraron la plataforma oculta durante el minuto de busqueda
fueron guiados hasta ella y dejados ahi por 30 segundos para permitir la familiarizacién con las
claves ambientales. El intervalo entre las repeticiones fue de 5 minutos, tiempo durante el cual
los animales fueron mantenidos en grupo en una jaula. Se cronometré el tiempo que le tomo a
cada animal encontrar la plataforma (latencia de escape). En adicién se registré en video todas
las sesiones con el fin de poder analizar la conducta de los animales en el transcurso de la prueba.
Una vez finalizadas las repeticiones del dia, los animales fueron secados y retornados a su jaula.
Los animales nulos para Mecp2 mantenidos en enriquecimiento fueron evaluados utilizando una
plataforma visible. Esta prueba tuvo lugar dos dias después de finalizado el entrenamiento. Los
animales nulos para Mecp2 mantenidos en condiciones estandar no fueron considerados en esta

prueba debido al impedimento fisico que presentan.

2.3.13. Cuantificacién Relativa del Micro ARN 132

Para determinar los niveles relativos de micro RNA132 (miR132) se utilizo el método de

stem-loop RT-PCR (Chen et al., 2005) segtin previamente descrito (Myklebust et al., 2011).
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Brevemente, hipocampos de animales fueron procesados para la extraccion de RNAs pequefios
utilizando el kit MirVana (Life Technologies). 2 pg de RNAs previamente tratados con DNAsa
fueron sometidos a transcripcién reversa utilizando el kit TagMan MicroRNA Reverse Trans-
cription Kit (P/N 4366596) segiin las instrucciones provistas por la compafiia. El PCR en tiempo
real se realizé utilizando el kit, TaqMan Universal PCR Master Mix IT, No UNG (P/N 4440040)
¥ ensayos TagMan especificos (461735_mat, para el miR132 y 001234 para sno234) de acuerdo
a las instrucciones provistas. Una vez obtenidas las curvas de amplificacion, la expresién relativa
se obtuvo por el método de 2-2ACt tal como se describe para la expresion relativa, utilizando

los valores de sno234 como control endégeno.
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Capitulo 3

Resultados

3.1. Genotipificacion

Previo al trabajo experimental se debe establecer el genotipo de los animales. Para esto se
extrajo ADN genémico de un fragmento de la cola obtenido cuando la camada cumple su tercera
semana de vida. E1 ADN es utilizado como substrato para un PCR convencional utilizando tres
partidores dirigidos a diferentes regiones del gen Mecp2. Los partidores corresponden a un

partidor sentido y dos partidores antisentidos los cuales son especificos para los animales WT

—{—C} i—
. —' % o WT ¥o HT Mix kO WT
wro - KO % sem
= s
e :;‘1 ‘Exml 100
Bk
(a) Esquema del PCR de Genotipificacién (b) Identificacién del Genotipo

Figura 3.1.1: PCR de genotipificacién: (a) Se muestran los 4 exones del gen Mecp2 y el
alineamiento de los partidores de genotipificacién. El partidor sentido es comtn para animales
silvestres (WT) y knock-out (KO) (flecha roja) y los partidores antisentido especificos para
cada genotipo (flecha azul y verde) (b) Gel de agarosa al 1,5% con los productos de PCR
obtenidos para la genotipificacion de una camada de animales. Se destacan un animal Silvestre
(WT), Knock-Out (KO) y Heterocigoto (HT). Los 3 carriles del extremo derecho representan
los controles utilizados. El estandar corresponde a un 100 pb, se muestran tamafios de referencia
en pares de bases (pb).
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Figura 3.2.1: Gradiente de temperatura para MSP: Gel de agarosa al 1,5 % con los produc-
tos obtenidos al realizar un PCR en gradiente con los 3 conjuntos de partidores especificos para
el promotor proximal de Ryrd (3M1-3M3). Izquierda, se utilizé6 como sustrato ADN modificado
obtenido de un animal silvestre mantenido en condiciones estandar (SC). Derecha, se utilizé
como sustrato ADN modificado obtenido de un animal mantenido en EE (EE). 1, 2, 3 y 4 re-
presentan a las Tm de 55 °C, 58,7°C, 62,2°C y 65 °C, respectivamente. El estandar corresponde
a un 100 pb, se muestran tamanos de referencia en pares de bases (pb).

y KO. El partidor sentido es comun para los animales WT y KO ya que alinea en el segundo
intrén, region que se conserva en el animal KO. El partidor antisentido especifico para WT alinea
en el tercer exén, el cual es deletado en el animal KO, obteniéndose un amplicén de 420 pares de
bases para los animales WT. El partidor antisentido especifico para KO alinea en la region 3
no transcrita y solo producto de la delecién es posible la amplificacién obteniéndose un producto
de 470 pares de bases. La diferencia de tamafio de los amplicones obtenidos permite identificar
animales silvestres, nulos y heterocigotos para Mecp2 (Figura 3.1.1). La genotipificacion se
realiza antes de las 3 semanas de vida, de manera que al momento del destete los animales puedan
ser destinados a una de las manipulaciones ambientales utilizadas en este trabajo, buscando

mantener tantos animales WT como KO en cada condicién.

3.2. Estudio de la Metilacion del Promotor de RyR3

3.2.1. PCR metilaciéon especifico (MSP)

El primer requerimiento para considerar que la regulacién transcripcional de Ryr3 pueda
ser dirigida por medio de cambios neuroepigenéticos es lograr determinar que nuestras manipu-
laciones ambientales dan origen a un cambio en el nivel de metilacién del promotor de Ryr3.
Para analizar la metilacion del promotor de Ryr3 se utilizaron dos técnicas complementarias
aplicadas a los animales silvestres mantenidos en ambas condiciones ambientales. Inicialmente
se estandarizé el PCR metilacion-especifico (MSP) para el promotor de

3. El MSP es una técnica cualitativa y compleja, sin embargo, su correcto funcionamiento
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permite reconocer un cambio en la metilacién de la region de interés. Para esto se procedié
a modificar el ADN genémico por tratamiento con bisulfito, obteniéndose ADN modificado
(BCD). En la primera aproximacion se realizaron 5 conversiones paralelas de una muestra de
ADN proveniente de hipocampo de un ratén WT-SC y de una muestra de ADN de hipocampo
de un ratén WT-EE. De esta manera se pudo evaluar tanto la robustez de la conversién, como
el efecto del enriquecimiento sobre la metilacion del promotor de Ryr3.

La metilacion se evalud, una vez realizada la modificacién por bisulfito, por medio de un PCR
metilacién-especifico (MSP), para el cual se disefiaron partidores especificos para el promotor
de Ryr3 en su forma metilada (Cuadro 2.3.3). Los partidores fueros probados mediante un PCR
en gradiente con temperaturas de melting desde 55 °C a 65 °C (Figura 3.2.1).

Para evaluar la metilacién del promotor de Ryr& en su forma metilada se seleccioné el
set de partidores ryr3_M2, observindose una mayor obtencién de producto cuando el ADN
genbémico provino del animal mantenido en EE, sugiriendo un aumento en la metilacion del
promotor de Ryr3 producto del EE. Esto se confirmé utilizando las diferentes modificaciones
por bisulfito realizadas en paralelo, dando validez al tratamiento por bisulfito (Figura 3.2.2a).
Como control de la especificidad del aumento observado en el producto de MSP se utilizaron
partidores especificos para el promotor de Pome en su forma metilada, obteniéndose una banda,

tenue pero de igual intensidad para ambas condiciones. Esto era esperado, ya que POMC no est4
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Figura 3.2.2: Evaluacién de la metilacién del promotor de Ryr3: (a) Gel de agarosa
al 1,5% con el producto de PCR obtenido para los partidores 3M2 de Ryr8 a 55°C. Como
control se utilizo el analisis de la metilacién del promotor de Pomec. El esténdar corresponde a
un 100pb, se muestran tamafios de referencia en pares de bases (pb). (b) Cuantificacién por
PCR en tiempo real de la amplificacion obtenida para los partidores 3M2 para 5 animales por
condicién. La significancia se obtuvo por t de student, *** p <0,0001.
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Figura 3.2.3: MSP Cerebelo: Evaluacién de la metilacién del promotor de Ryr3 en Cerebelo utili-
zando MSP. Se observa un gel de agarosa al 1.6 % con el producto del MSP obtenido cuando el substrato
corresponde a ADN obtenido desde cerebelo de animales mantenidos en condiciones estandar (SC) y
enriquecimiento ambiental (EE). Como controles se presenta el mismo procedimiento utilizando ADN
de Hipocampo de los mismos animales. El estandar corresponde a un 100 pb, se muestran tamaiios
de referencia en pares de bases (pb).

sujeto a regulacion transcripcional en hipocampo. A continuacién se procedié a cuantificar el
cambio en la amplificacién observado mediante el uso de PCR en tiempo real, esta vez utilizando
5 animales por condicién (Figura 3.2.2b), obteniéndose una amplificacién relativa 6 veces mayor
cuando el substrato del PCR en tiempo real fue ADN de hipocampo modificado proveniente de
los animales mantenidos en EE. Estos resultados sugieren que el EE induce un aumento en la
metilacion del promotor proximal de Ryr$.

Para verificar si este cambio de metilacién es propio del hipocampo o es compartido por
otras estructuras del cerebro, se procedié a evaluar la metilacién del promotor de Ryr? por
medio de MSP utilizando como substrato ADN proveniente del cerebelo de los mismos animales
utilizados para evaluar el cambio en la metilacién del hipocampo. En el caso del cerebelo no se
pudo observar un cambio consistente entre las dos condiciones (Figura 3.2.3), sugiriendo que el

cambio en la metilacion del promotor de Ryr3 es especifico para hipocampo.

3.2.2. Secuenciacion

Los resultados obtenidos por medio del MSP dan cuenta de un cambio en la metilacién del
promotor de Ryr3. Sin embargo resulta interesante poder cuantificar la magnitud de los cambios,
para esto se procedié a realizar la secuenciacién de préxima generacion de ADN modificado
por bisulfito (Next Generation Bisulphite Sequencing). La secuenciacién se realizé sobre ADN
obtenido desde hipocampos completos de animales adultos de 8 semanas de edad mantenidos
en BEE y condiciones estindar. En adicién se consideraron animales de 3 semanas de edad,

considerados j6venes. Cabe destacar que a las 3 semanas, los animales no han ingresado a las
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manipulaciones ambientales, por ende estas muestras nos muestran el estado de metilacién del
promotor antes de la manipulacién ambiental. Los animales adultos corresponden a los animales
utilizados en el PCR en tiempo real en que se cuantifict la amplificacién relativa del MSP (Figura
3.2.2b), solo que por motivos de espacio para muestras, de los 5 animales sélo se incluyeron 4
para el analisis. La secuenciacién realizada consider tres amplicones que cubren los dinuclestidos
CpG de interés, ubicados en el promotor proximal y primer exén de Ryr3. La estimacién de la
metilacién se obtuvo de un promedio de 97460 lecturas y una covertura promedio de los CpGs

de 7861x con una tasa de conversién por bisulfito de un 99 %. La secuenciacién arrojé un alto
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Pigura 3.2.4: Perfil de metilacién del promotor de Ryr3. Se muestra el perfil de
metilacién obtenido para los diferentes CpGs en (a) hipocampo (HPC), (b) Corteza
(CTX) y (c) Cerebelo (Cb). Se comparan muestras provenientes de animales mante-
nidos en SC y en EE. Los dinucleStidos CpG se encuentran numerados en relacién
al sitio de inmicio de la transcripcion. Se consideraron 4 animales para la secuencia-
cion de hipocampo y 3 para corteza y cerebelo. La significancia se evalué para ca-
da residuo de manera independiente, utilizando la prueba de t de Student. * p < 0,05
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Pigura 3.2.5: Secuenciacién del promotor de Ryr3: Se muestran los resultados de Ia secuen-
ciacién para el promotor de Ryr3 de animales j6venes y adultos mantenidos en SC y adultos
mantenidos en EE. (a) Se muestra el porcentaje de metilacién de las citosinas -313 y 77 para hipo-
campos de animales jévenes (JHPC-SC) y adultos mantenidos en SC (aHPC-SC) y adultos man-
tenidos en EE (aHPC-EE). (b) Se muestra el porcentaje de metilacién de las citosinas -313 y 77
para cerebelos de animales adultos en SC (aCB-SC) y mantenidos en EE (aCB-EE). (c) Se mues-
tra el porcentaje de metilacién de las citosinas -313 y 77 para las cortezas de animales adultos en
SC (aCTX-SC) y adultos mantenidos en EE (aCTX-EE). Se muestran los resultados obtenidos
para 3 animales por condici6n, los animales j6venes tenfan 3 semanas al momento de obtenerse las
muestras y los animales adultos son aquellos que pasaron por el protocolo de enriquecimiento des-
crito para este trabajo. La significancia se obtuvo por la prueba de t de Student mientras que la
comparacién entre mas de dos grupos se obtuvo por ANOVA. con compracién multiple de Tukey.

porcentaje de metilacién de las citosinas ubicadas en el contexto CpG en el hipocampo de
animales adultos (74 % = 15). Este porcentaje de metilacién de las citosinas se observa también
para cerebelo (68 % =+ 22) y corteza (77 % =+ 13) (Figura 3.2.4)

A pesar del alto nivel de metilacién encontrado en las diferentes regiones, se observa un
aumento significativo en el porcentaje de metilacién de las citosinas -446 y 77 cuando el ADN
substrato de la secuenciacion proviene de hipocampos de animales mantenidos en EE en compa-
racién al porcentaje de metilacion obtenido para muestras de animales mantenidos en condiciones
estandar (Figura 3.2.4). Al observar en detalle el porcentaje de metilacion de estas citosinas, se
observa que en hipocampo de animales jévenes (P21) el porcentaje de metilacién de las citosinas
-446 y 77 alcanza un 86 % = 7. Este porcentaje de metilacién cae en los hipocampos de animales
adultos a un 75 % =% 6, recuperandose al nivel de los animales jévenes cuando los animales se
mantienen en EE (87 % + 5) (Figura 3.2.5a). Estos resultados sugieren que el EE permite recu-
perar o mantener el nivel de metilacién mostrado por los animales j6venes. Resulta interesante
que este cambio en la metilacion se observe solo cuando el ADN proviene de hipocampo, ya que

en corteza y cerebelo, el enriquecimiento no tiene efecto sobre el porcentaje de metilacién de las
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Figura 3.3.1: Control de la obtencion de los cADNSs: Gel de agarosa al 1,5% con el pro-
ducto de PCR utilizando partidores para Cycl utilizando como substrato cADN proveniente
de diferentes animales (1-5). Hpe, hipocampo. Ctx, Corteza. Cb, Cerebelo. Fl estandar corres-
ponde a un 100 pb, se muestran tamafios de referencia en pares de bases (pb). El carril mix
corresponde a un control que posee todos los componentes de la retrotranscripcién pero carece
de transcriptasa reversa, este control es generalmente conocido como -RT.

citosinas -446 y 77 (Figura 3.2.5b y 3.2.5¢).

En conjunto, los resultados obtenidos por medio de MSP y la secuenciacién del promotor de
Ryr3 dan cuenta de un cambio en la metilacién de CpGs discretos y ubicados en el promotor
proximal de Ryr3. Este aumento es especifico para hipocampo, ya que ni cerebelo ni corteza
mostraron el cambio en la metilacién de las citosinas a pesar que las muestras estudiadas pro-
vienen del mismo grupo de animales. Con esto en mente, se procedié a evaluar las consecuencias
a nivel de ARN mensajero (mARN) para determinar si este cambio en la metilacién puede estar

asociado a la regulacién transcripcional de Ryr3.

3.3. Expresion Génica

3.3.1. Transcripcion Reversa y Estandarizaciéon de Partidores

Una vez establecido que existe un cambio en la metilacion del promotor de Ryr$ como pro-
ducto de las manipulaciones ambientales realizadas, se procedié a determinar si existe un cambio
en los niveles de ARN mensajero para animales silvestres y nulos para Mecp2 mantenidos en las
diferentes condiciones. Asi, para evaluar los niveles de mensajeros de Ryr3 y Ryr2 en animales
silvestres y nulos para Mecp2, se disectaron hipocampo, corteza y cerebelo para posteriormente
obtener el ARN de los tejidos. Este ARN fue sometido a transcripcién reversa, obteniéndose
ADN clonado (cADN). El cADN obtenido se utilizé como substrato para un PCR convencional
utilizando partidores para ciclofilina como control del proceso, corroborandose la integridad del
cADN y descartandose la contaminacién por remanentes de ADN (Figura 3.3.1).

Para evaluar la expresion génica de Ryr3 y Ryr2 se disefiaron partidores especificos para. sus
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Figura 3.3.2: Estandarizacion de partidores para PCR en tiempo real: Se muestra la
estandarizacion de los partidores utilizados para la evaluacién de los niveles de mARN de Ryr2
v Ryr3 (a) Gel de agarosa al 1,5% con los productos obtenidos para un PCR en gradiente
utilizando los partidores de Ryr2 y Ryr3. 1, 2, 3 y 4 representan a las Tm de 55, 58,7, 62,2 y
65 °C, respectivamente. (b) Gel de agarosa al 1,5 % con el producto de un PCR convencional con
Tm de 55°C utilizando los partidores para Ryr2 y Ryr3 y un pool de cADN como substrato.
H19 se utilizé como control positivo de la reaccién utilizando ADN genémico como substrato.El
estdndar corresponde a un 100 pb, se muestran tamafios de referencia en pares de bases (pb).

mARN (Cuadro 2.3.2). Los partidores fueron probados, utilizando como substrato un pool de
cDNA de hipocampo en un PCR en gradiente con temperaturas de melting (Tm) desde 55° a
65°C (Figura 3.3.2a). Se seleccion6 la temperatura de 55°C como temperatura de alineamien-
to (Tm) para trabajar. La Tm seleccionada se puso a prueba una vez més mediante un PCR
convencional. La especificidad de los partidores se advierte en que no se observa producto ines-
pecifico en el gel, ademas el tamafio del amplicén corresponde al esperado, los tamafios teoricos
esperados se pueden revisar en la tabla 2.3.2 (Figura 3.3.2b).

Los resultados de PCR en tiempo real que se presentan a continuacién se obtuvieron utilizan-
do el método de AACt para la cuantificacién relativa de la abundancia de ARN mensajeros. Este
método de cuantificacion relativa exige que se cumplan ciertos pardmetros técnicos descritos en
la, seccién métodos de esta tesis. Con esto en mente, se realizaron las evaluaciones pertinentes
que validan el uso de esta metodologia para las diferentes condiciones de trabajo utilizadas en
esta tesis. Estas evaluaciones est4n propuestas y descritas en el trabajo de Livak and Schmittgen
(2001). En la figura 3.3.3 se presenta la evaluacién de la abundancia del mensajero normalizador
en las diferentes condiciones y genotipos de interés para esta tesis. Se puede observar que la
expresién de Cycl se mantiene constante en las diferentes condiciones y genotipos, entregando
la certeza de que las diferencias observadas en las abundancias de los ARN mensajeros no se
deben a variaciones en la abundancia del mensajero normalizador. Asf mismo, se presenta un

anélisis representativo de las eficiencias de los partidores de Ryr3 y Cycl. El método de Livak
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Figura 3.3.3: Validaci6én del método AACt: Se presentan las evaluaciones necesarias para
validar la utilizacién del método AACHE para la cuantificacién relativa de la abundancia de ARN
mensajeros. (a) Se muestra la expresién relativa del mensajero normalizador Cycl evaluado en
las diferentes condiciones y genotipos utilizados en esta tesis. (b) Se examinaron las eficiencias de
los partidores utilizados para el mensajero de interés Ryr3 y el normalizador Cycl obteniéndose
el valor de ACt (Ct Ryr3 - Ct Cycl) para cada punto de las diluciones seriadas 1/1, 1/5, 1/10,
1/20 y 1/50.

and Schmittgen (2001) requiere que las eficiencias de los partidores sean similares, para lo cual
plantea evaluar como varia el ACt con diferentes diluciones del cADN. Se puede observar que la
regresion lineal es practicamente horizontal, indicando que las eficiencias de ambos partidores
son similares e independientes de las diluciénes con que se trabajé el cADN (Figura 3.3.3). Este
tipo de evaluaci6n se realizé de acuerdo a lo planteado en el trabajo de Livak and Schmittgen
(2001) para todos los partidores utilizados, ya que es un requisito restrictivo para el método de
AACt (Livak and Schmittgen, 2001). De esta forma se valida el uso de esta metodologia para
la evaluacién de los resultados obtenidos por PCR en tiempo real.

3.3.2. [Expresion Relativa de Ryr2 y Ryr3

El PCR en tiempo real se realizé con las condiciones determinadas previamente para cada
set de partidores, como normalizador se utilizé Ciclofilina. Como control adicional, cada vez se
realizé una curva de melting, en donde se pudo corroborar la obtencién de un producto tinico
como resultado de la amplificacién del PCR en tiempo real (datos no mostrados). Los resultados
del PCR en tiempo real fueron evaluados segiin el método AACt (Schmittgen and Livak, 2008).
Cada muestra obtenida desde la transcripcién reversa fue evaluada en triplicado en el PCR

en tiempo real, obteniéndose un Ct (Ciclo Umbral) promedio para cada animal evaluado. Este
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Pigura 3.3.4: Expresion relativa del mARN de Ryr2 y Ryr3 en hipocampos de anima-
les silvestres: La expresién del mARN de Ryr2 y Ryr3 en animales silvestres mantenidos en
EE (WT-EE) fue evaluada por qPCR y normalizada en funcién de los animales silvestres man-
tenidos en SC (WT-SC). (a) Se evalué el mARN de Ryr2 en hipocampos de animales silvestres.
(b) La expresién del mARN de Ryr3 en hipocampos de animales silvestres. La significancia se
obtuvo por la prueba de T de Student, *** p < 0,0001. En grafico se representan los resultados
de 4 animales por condicién, errores corresponden a = SEM.

valor promedio es el que se utiliza para establecer la expresién relativa entre las condiciones. Los
resultados se presentan como expresién relativa en funcién de los animales WT-SC o KO-SC
segiin corresponda. Los errores graficados corresponden al error estandar de la media.

Para determinar si las manipulaciones ambientales determinan una modificacién en los niveles
de mARN de Ryr2 y

3 se evalud el nivel de mARN en hipocampos de animales mantenidos en condiciones estandar
y EE. Se observé un aumento de la expresién de los mARN de Ryr2 y Ryr3 en hipocampo de
los animales silvestres mantenidos en EE en relacién a los animales mantenidos en condiciones
estandar (Figura 3.3.4). Es interesante que ambas isoformas involucradas en procesos de memoria
v aprendizaje presenten una respuesta transcripcional frente a este estimulo reconocido por

inducir plasticidad dependiente de la experiencia.
3.3.3. Expresion Relativa de Ryr2 y Ryr3 en Ratones Nulos para
Mecp2

Dado que previamente logramos determinar que la metilacién del promotor de Ryr? au-
menta producto de la mantencion de los animales en el ambiente enriquecido, es posible que su

regulacién transcripcional sea dirigida por una proteina de unién a ADN metilado, como Mecp?2.
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Para comenzar a evaluar esta posibilidad, se comparé la expresién del mARN de Ryr2 y Ryr3
en hipocampos de animales nulos para Mecp2 con los niveles de expresién mostrados por sus
hermanos silvestres. Los niveles de mARN de Ryr2 observados en ratones nulos para Mecp2
no mostraron diferencias en relacién a los niveles de sus hermanos silvestres (Figura 3.3.5). Sin
embargo, se destaca la disminucién significativa del mARN de Ryr3 observada en los ratones
nulos para Mecp2 en relacién a sus hermanos silvestres (Figura 3.3.5). Estos resultados sugieren
que Ryr3, pero no Ryr2, es un blanco transcripcional directo de Mecp2. Asi mismo, resulta in-
teresante que el EE no presente efecto sobre la expresion del mARN de Ryr3 en los hipocampos
de animales nulos para Mecp2 (Figura 3.3.5¢), sugiriendo un rol de activador transcripcional
para Mecp2 tanto en la condicién basal como para la plasticidad dependiente de la experiencia

inducida por el paradigma de EE.

3.3.4. Expresion Relativa de Ryr3 en Corteza y Cerebelo

Para evaluar si la sobre-expresién del mARN de Ryr3 es especifica para hipocampo, se
cuantificé la expresion relativa de Ryr3 para los cerebelos y cortezas de los animales silvestres

mantenidos en EE en relacion a sus hermanos mantenidos en condiciones estandar. Llama la

»
o
N
o
-
by

< < <
2 . 2 2 =
@ 15 n g 15 . s 1.2 -
£} - = E-]
= T == 2 I 3 oy*
% 1.0 K3 [ & 1.0 . - T 1.0 ~t= -+
[ = I3
8 § L4 2 . —Ll
B os . B os - 3 o8 ° L
o
& & &
0.0: T T a. T T 0.8 T T
WT-SC KO-SC WT-SC KOSC KO-SC KO-EE
Genotipo-Condicién Genotipo-Condicién Genotipo-Condicién

(2) Expresién Relativa del mARN de(b) Expresién Relativa del mARN de(c) Expresiéon Relativa del mARN de
Ryr2 Ryr8 Ryr8

Figura 3.3.5: Expresion Relativa del mARN de Ryr2 y Ryr3 en hipocampos de
animales nulos para Mecp2: La expresion de los mARN de Ryr2 y Ryr3 en animales nulos
para Mecp2 mantenidos en condiciones estandar (KO-SC) fue evaluada por qPCR y normalizado
en funcién de los animales silvestres mantenidos en condiciones estandar (WT-SC). (a) Se evalué
el mARN de Ryr2 en hipocampos de animales nulos para Mecp2 (b) La expresion del mARN
de Ryr3 en hipocampos de animales nulos para Mecp2. (¢) La expresién del mARN de Ryr3
en hipocampos de animales nulos para Mecp2 mantenidos en EE (KO-EE) en relacién a sus
hermanos nulos para Mecp2 mantenidos en condiciones estandar (KO-SC). La significancia se
obtuvo por la prueba de T de Student, * p = 0,0282. En grafico se representan los resultados
de 4 y 6 animales por condicién; los valores corresponden al promedio + SEM.
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Figura 3.3.6: Expresion relativa del mARN de Ryr3 en cerebelos y cortezas de ani-
males silvestres (a) Expresion relativa del mARN de Ryr3 en Cerebelos de animales silvestres
(b) Expresion Relativa del mARN de Ryr& en cortezas de animales silvestres. La expresion del
mARN de Ryr3 en muestras de los diferentes tejidos de animales silvestres mantenidos en EE
(WT-EE) fue evaluada por gqPCR y normalizada en funcién de los animales silvestres mante-
nidos en condiciones estandar (WT-SC). En el grafico se representan los resultados de 3 y 4
animales por condicién respectivamente, los valores corresponden al promedio + SEM.

atencion que las cortezas y cerebelos de los animales expuestos a enriquecimiento no mostraron
diferencias significativas en la expresiéon de Ryr3 en relaciéon a sus hermanos mantenidos en
condiciones estandar (Figura 3.3.6). Cabe destacar que estas muestras fueron obtenidas del
mismo grupo de animales cuyos hipocampos mostraron un incremento robusto en Ryr3 (Figura
3.3.4b). Estos datos sugieren que la regulacién transcripcional inducida por el EE observada en

hipocampo es especifica para esta estructura.

3.3.5. Comparacion de la Abundancia de los mARN de Ryr2 y Ryr3

Al realizar la estandarizacién inicial de los partidores se observé una marcada diferencia
en la expresion de los mARN de Ryr2 y Ryr3 (Figura 3.3.2b). Por esto se busco validar esta
observacién por medio de qPCR. Para estos anélisis se considero como referencia el mensajero
de Ryr2, obteniéndose que en hipocampo el mensajero de Ryr3 es significativamente menos
expresado que el de Ryr2 (Figura 3.3.7a), lo que coincide con lo reportado en la literatura (Mori
et al., 2000). Sin embargo, posterior a la manipulacién ambiental y la regulacién transcripcional
inducida por el EE, no se observan diferencias significativas entre los niveles de mensajeros de
Ryr2 y Ryr3, sugiriendo que la manipulacién ambiental conduce a una equiparacién de los niveles

de mensajero de ambas isoformas (Figura 3.3.7b).
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Figura 3.3.7: Comparacion de las abundancias de mARN de Ryr2 y Ryr3 en hipocam-
po: (a) El mARN de Ryr$ se encuentra significativamente menos abundante en comparacién al
mARN de Ryr2 en animales silvestres mantenidos en condiciones estandar (t-test p = 0,0372).
(b) En ratones mantenidos en EE no se observan diferencias en las abundancias del mARN de
Ryr3 en comparacion al mARN de Ryr2. Se presentan resultados de 4 animales por condicién
+ SEM.

En conjunto, los datos obtenidos al evaluar la expresién génica de Ryr2 y Ryr3 en ratones
silvestres y nulos para Mecp2 mantenidos en las diferentes condiciones ambientales permiten
concluir que el EE dirige una robusta sobre-expresién de Ryr2 y Ryr3 en hipocampo de animales
silvestres. En ausencia de Mecp2, el nivel de mARN de Ryr2 no se ve afectado, mientras que el
nivel de mARN de Ryr3 se encuentra significativamente disminuido, sugiriendo que Ryr3, pero
no Ryr2 es un blanco transcripcional de Mecp2. Consecuentemente, en ausencia de Mecp2, Ryr3
no muestra el incremento transcripcional inducido por el EE observado en animales silvestres.
Tanto los niveles reducidos de mARN de Ryr3 observado en animales nulos para Mecp2 en
relacion a los animales silvestres mantenidos en condiciones estdndar, como la ausencia de sobre-
expresién inducida por EE observada en los animales nulos para Mecp2 sugieren que Mecp?2
actlia como activador transcripcional de Ryr3. Se debe destacar que la regulacién transcripcional
mostrd ser especffica para hipocampo, ya que de manera similar al cambio en la metilacién, ni
cerebelo ni corteza mostraron cambio en los niveles de mARN de Ryr3. Con esto en mente
se procedié a evaluar la interaccién directa de Mecp2 con el promotor de Ryr3 por medio de

inmunoprecipitacién de cromatina.

50




H19 Cyc

100 pb wnind  KO.SC WT-SC WT-EE
wais 15 300 Mix gDNA 157 30° Mix gDNA 1000fmed
1000,y =
3 . 500 s
500 et - . —
T g UL _ b
o ﬁt _ - = s
100 100
100bp

(a) Efecto de la Sonicacién sobre el producto de (b) Tamaiio de los frag-
PCR mentos de Cromatina

Figura 3.4.1: Estandarizacion de la sonicacién de cromatina: (a) Se utilizaron dos juegos
de partidores con productos de 500 y 200 pb aproximados, nétese que la eficiencia del amplicon
de menor tamafio no se ve afectada por un menor tiempo de sonicacién. (b) Se observa un gel
de agarosa al 2% con la cromatina sonicada por 15 y 30 minutos. Nétese el enriquecimiento de
los fragmentos alrededor de los 200 pb para las diferentes muestras. El estandar corresponde a
un 100 pb, se muestran tamafios de referencia en pares de bases (pb).

3.4. Inmuno Precipitacion de Cromatina

3.4.1. Estandarizacioén de la Sonicacion

Para establecer una relacién directa entre la regulacién transcripcional de

3, la modificacién de la metilacién inducida por el EE y Mecp2, se debe poner a prueba
la interaccién de Mecp2 con el promotor de Ryrd. Para esto se procedi6 a realizar ensayos de
inmunoprecipitacién de cromatina. Inicialmente se disefiaron una serie de partidores dirigidos
al promotor proximal de Ryr3 y al locus H19 (Cuadro 2.3.5), estos partidores fueron probados
utilizando ADN genémico y cromatina. Cabe sefialar que el locus H19 corresponde a un locus
silenciado por imprinting mediante la metilacion del alelo paterno, este silenciamiento es depen-
diente de Mecp2 (Drewell et al., 2002). Inicialmente fue necesario realizar una estandarizacién
para obtener los fragmentos de cromatina del tamafio adecuado para la inmuno precipitacion,
lo que se realizé utilizando como substrato hipocampo completo y fijando la potencia del soni-
cador a un 75 % del maximo. El tiempo de sonicacién mostrd tener efecto sobre el tamaiio de
los fragmentos de cromatina y por ende un PCR cuyo producto alcanza los 500 pb no pudo ser
amplificado al realizar la sonicacién por 30 minutos. Cuando la sonicacién fue de 15 minutos,
se observa el producto de PCR de 500pb (Figura 3.4.1a). Debido a que los amplicones de los
partidores disefiados para evaluar la interaccién de Mecp2 con las diferentes regiones genomi-

cas son de alrededor de 100pb, se decidi6 realizar la sonicacién por 15 minutos, evitando el
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Figura 3.4.2: Estandarizacién de partidores para ChIP: Los partidores fueron probados
inicialmente con ADN gen6mico, observindose una amplificacién limpia. En la figura se presenta
un gel de agarosa al 1,6 % con el producto de la amplificacion realizada con los diferentes
sets de partidores (Primer Chip 1-3) utilizando como substrato el inmuno precipitado obtenido
con anticuerpos contra MBD2 e histona H3. Se aprecian bandas inespecificas para los sets de
partidores 2 y 3. El estdndar corresponde a un 100 pb, se muestran tamafios de referencia en
pares de bases (pb).

sobre-calentamiento de la muestra. Los fragmentos obtenidos por la sonicacién se encuentran

enriquecidos en el rango de los 200 pb (Figura 3.4.1b).

3.4.2. Estandarizacion de Partidores

Los partidores utilizados fueron probados inicialmente en ADN genémico (datos no mostra-
dos), posteriormente se realizé una prueba utilizando como substrato la cromatina previamente
sonicada (Figura 3.4.1b) y finalmente se realizé una prueba de inmunoprecipitacion (Figura
3.4.2). Es interesante destacar que a pesar de una amplificacién limpia cuando el substrato es
ADN genémico, esto no siempre fue asf para la cromatina fragmentada. Por lo que la prueba de
inmunoprecipitacién fue determinante para definir los partidores a utilizar en los experimentos
posteriores. Debido a la presencia de bandas inespecficas en los juegos de partidores 2 y 3, el
set de partidores utilizado para evaluar la interaccién de Mecp2 con el promotor de Ryr8 fue el

par nimero 1 (Figura 3.4.2).

3.4.3. Evaluacién de la Interaccién de Mecp2 con el Promotor de Ryr3

Una vez determinado el tiempo de sonicacién necesario para obtener los fragmentos de cro-
matina del tamafio requerido y tras evaluar los juegos de partidores dirigidos al promotor de
Ryr3 se procedi6 a evaluar la interaccién de Mecp2. Para esto se obtuvo cromatina de hipocam-
pos de animales mantenidos en condiciones est4ndar y en ambiente enriquecido y se utilizé como
substrato para el proceso de inmuno precipitacién de cromatina (ChIP) utiliza,nd\o un anticuerpo

dirigido contra MeCP2. En total se evaluaron 10 animales representando 4 replicados biologicos
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por condicién y distribuidos en dos experimentos. El primer experimento se realizé para validar
el anticuerpo, utilzandose 2 ratones mantenidos en SC, 2 ratones mantenidos en EE y 2 ratones
mutantes nulos para Mecp2. Los resultados de este experimento no se presentan en esta tesis,
sin embargo permitieron validar el uso del anticuerpo, ya que no se detecté inmunoprecipitado

cuando la cromatina provino de los ratones mutantes nulos. El segundo experimento considero 3
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Figura 3.4.3: Evaluacién de la interaccién de Mecp2 con el promotor de Ryr3: Se
realizd la inmunoprecipitacién utilizando un anticuerpo contra Mecp2, el inmunoprecipitado se
evalud con los partidores dirigidos al promotor de Ryr3 y al locus H19. Se observa el producto
final de los PCR realizados para evaluar la interaccién de Mecp2 con (a) el locus H19 y (b) el
promotor de Ryr3. El input representa la carga de cromatina utilizada en cada condicién e IgG
representa el control de especificidad. Se presenta el resultado de dos muestras por condicion.
(c) Se presenta la cuantificacién relativa utilizando el método AACt de la amplificacién del
inmunoprecipitado del promotor de Ryr3 considerando la amplificacién del inmunoprecipitado
obtenida para el locus H19 como normalizador. Se presentan los resultados obtenidos para 3
animales por condicién, valor promedio & SEM. Significancia se evalué por t de Student, * p <
0,05. (c) Se prensenta la estimacién del % del input obtenido como inmunoprecipitado para los
diferentes locus y condiciones. Se presenta el IgG obtenido para cada locus en SC como control
de la especificidad. Se presentan los resultados obtenidos para 3 animales por condicién, valor
promedio 3= SEM. La significancia se evalué por ANOVA de dos vias, ** p < 0,01.




animales silvestres mantenidos en SC y 3 animales mutantes nulos mantenidos en EE. Los resul-
tados se presentan como el producto de PCR de punto final (Figura 3.4.3a y 3.4.3b). En adicién
el inmunoprecipitado obtenido fue evaluado mediante PCR en tiempo real, estos resultados se
presentan utilizando el método de AACt considerando al locus H19 como normalizador de la
inmuno precipitacién de Mecp2 (Figura 3.4.3c), el método AACHt se describe con mayor detalle
en la seccién metodos. Asi mismo, se presenta la cuantificacién del inmunoprecipitado obtenido
como % del input para los locus en estudio segin descrito previamente (Lin et al., 2012) (Figura
3.4.3d). Para el PCR de punto final se puede observar un incremento en el producto del PCR
dirigido al promotor de Ryr3 para el inmunoprecipitado obtenido cuando la cromatina provino
de los animales mantenidos en enriquecimiento en comparacién a la condicién estandar (Figura
3.4.3b). En contraste, el producto de PCR obtenido para el locus H19 no muestra una diferen-
cia notoria cuando la cromatina inmunoprecipitada proviene de animales en EE 6 SC (Figura
3.4.3a). Para la cuantificacién relativa de la amplificacién en el promotor de Ryr3 se utilizé co-
mo normalizador el inmunoprecipitado obtenido para el locus H19, observandose un incremento
significativo de 2 veces en la abundancia del inmunoprecipitado cuando la cromatina proviene
de animales mantenidos en EE en comparacién a la abundancia obtenida para la cromatina que
proviene de animales mantenidos en SC (Figura 3.4.3c). Finalmente, el analsis de los resultados
como % del input muestran un incremento significativo del % de inmunoprecipitado obtenido en
el promotor de Ryr3 cuando la cromatina proviene de animales mantenidos en EE (1,46 % +
0,32 para SC y 4,023 % - 0,5 para EE) , sin observarse diferencias para los inmunoprecipitados
evaluados en el locus H19. Se tiene entonces que las diferentes metodologias utilizadas para eva-
luar los resultados del ChIP muestran un incremento de la interaccién de Mecp2 con el promotor

de Ryr3 producto de la exposicién al ambiente enriquecido.

3.5. Plasticidad dependiente de la experiencia

3.5.1. Regulacion de la Via Racl-PAK de Remodelacién de Actina

Trabajos in wvitro han mostrado la participacién de los canales RyR en la regulacién de la
via Racl-PAK de remodelacién de actina, contribuyendo a la formacién de espinas dendriticas.
Como se destaco en la introducci6n, los canales RyR son determinantes en la sobre-expresion del

microRNA132, el cual tiene entre sus blancos al mensajero de p250G AP, una protefna activadora
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Figura 3.5.1: Expresion relativa de genes asociados a la modulacién de la via Racl-
PAK. (a) Cuantificaciéon de miR132 en ratones silvestres mantenidos en enriquecimiento (EE)
en relacién a sus hermanos mantenidos en condiciones estdndar (SC). (b) Cuantificacién del
mARN de Mecp2 para animales silvestres mantenidos en enriquecimiento (EE) en relacién a sus
hermanos mantenidos en condiciones estdndar (SC). (c) Cuantificacion del mARN de p250GAP
para animales silvestres mantenidos en enriquecimiento (EE) en relaci6n a sus hermanos mante-
nidos en condiciones estandar (SC). (d) Cuantificacién del mARN de p250GAP para animales
nulos para Mecp2 mantenidos en enriquecimiento (EE) en relacién a sus hermanos nulos para
Mecp2 mantenidos en condiciones estandar (SC). Se muestran resultados de 4 animales por
condicién para el anélisis del miR132 y 6 animales por condicién para expresién génica, valor
promedio + SEM.

de la funcién GTPasa de Racl y que actGa como regulador negativo de la sinaptogénesis. Se
ha observado que los canales RyR son necesarios para el incremento de espinas dendriticas
determinados por la activacion de esta via, llegando a sugerirse que los canales RyR pueden
contribuir a la formacién de espinas dendriticas inducida por actividad. Considerando esto, se
tiene una condicién dada por el animal silvestre, el que muestra una regulacién transcipcional
robusta en respuesta al EE y una condicién alterada en el ratén nulo para Mecp?2, el que no

muestra cambio transcripcional al ser mantenido en el enriquecimiento. Esto podria determinar
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diferencias en la regulacion de la via Racl-PAK, lo que determinaria alteraciones en la plasticidad
estructural asociada a este paradigma. Para poner a prueba esta idea, se busc6 determinar si
el incremento transcripcional observado para Ryr3 en hipocampos de ratones mantenidos en
enriquecimiento ambiental est4 asociado a la regulacién de la via Racl-PAK de remodelacion
de actina.

Con este fin, se evaluaron los niveles de miR132 en ratones silvestres mantenidos en enrique-
cimiento ambiental en relacion a sus hermanos mantenidos en condiciones estandar. Se observé
que los animales mantenidos en EE muestran un incremento de 3 veces en los niveles de miR132
en relaci6n a sus hermanos mantenidos en condiciones estandar (Figura 3.5.1a). Cabe destacar
que se utilizé6 un ARN pequefio, sn0234, como normalizador endégeno, considerandose posibles
variaciones cuyo origen sea relacionado a la extraccién de RNAs pequefios y no a las manipula-
ciones ambientales. Para evaluar la funcionalidad de este incremento en los niveles de miR132,
se evalud el nivel de mARN de sus blancos, Mecp2 y p250GAP. Se observé una disminucién
significativa de Mecp2 (Figura 3.5.1b) y una reduccién de un 60 % en los niveles de mARN de
P250GAP (Figura 3.5.1c) en las muestras provenientes de hipocampos de animales mantenidos
en EE en relacién a sus hermanos mantenidos en SC. Estos datos sugieren que el incremento

en miR132 es funcional. Asi, en ausencia de Mecp2 no se observa la disminucién de los niveles
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Figura 3.5.2: Evaluacién de la expresion relativa de PAK y p250GAP. (a) Cuantificacién
del mARN de p250GAP para animales silvestres mantenidos en enriquecimiento (EE) en relacién
a sus hermanos nulos para Mecp2 mantenidos en condiciones estandar (SC). (b) Cuantificacién
del mARN de p250GAP para animales nulos para Mecp2 en relacion a sus hermanos silvestres
mantenidos en condiciones estandar (SC). Se presentan resultados obtenidos para 6 animales
por condicién, valor promedio + SEM.
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de mARN de p250GAP (Figura 3.5.1d), sugiriendo que no hay activacion de la via Racl-PAK
en los animales nulos para Mecp2. PAK se encuentra rio abajo de Racl en la via de remode-
lacion de actina. No se observaron cambios en los niveles de PAK al contrastar las condiciones
ambientales (Figura 3.5.2a), sugiriendo que la disminucién del mARN de Mecp2 y p250GAP es
especifica para blancos del miR132.

Para determinar el rol de Mecp2 en la regulacién de p250GAP, se evaluaron los niveles de
mARN de p250GAP en ratones nulos para Mecp2 en relacién a sus hermanos silvestres, sin
observarse diferencias (Figura 3.5.2b). Sugiriendo que p250GAP no es un blanco transcripcional
directo de Mecp2. Debido a que p250GAP es un regulador negativo de la formacién de espinas
dendriticas, cabe preguntarse si la ausencia de regulacion observada en los animales nulos para

Mecp2 determina consecuencias estructurales en sus hipocampos.

3.5.2. Cuantificaciéon de Espinas Dendriticas

Como se describe en la introduccién, una de las principales caracteristicas del EE es la plasti-
cidad sindptica estructural inducida por la experiencia. Sin embargo, las alteraciones presentadas
por los animales nulos para Mecp2 en cuanto a regulacion transcripcional de Ryr3 y p250GAP

podrian traducirse en una alteraciéon de la plasticidad estructural inducida por este paradigma.
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(a) Dendritas Representativas

(b) Cuantificacién de las espinas dendriticas

Figura 3.5.3: Densidad de Espinas Dendriticas: (a) Se muestran dendritas representativas
de los diferentes grupos de trabajo. Barra en esquina inferior derecha es de 5 pm. (b) Se muestra
la cuantificacion de las espinas dendriticas por cada 10 pym de dendrita para ratones silvestres
(WT), animales nulos para Mecp2 (KO) mantenidos en condiciones estandar (SC) y en en-
riquecimiento ambiental (EE). La significancia se obtuvo por ANOVA reveldndose diferencias
significativas al comparar a, by ¢ con p < 0,05. Se consideraron 3 animales por condicién y al
menos 20-30 dendritas por animal. Los graficos presentan el promedio +SEM.
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Para determinar si este era el caso, se realiz6 tincion de Golgi y se procedi6é a cuantificar el
nimero de espinas dendriticas en el drea CAl de hipocampos de ratones mantenidos en las
diferentes condiciones (Figura 3.5.3).

Como se espera para el paradigma de EE, se observa un incremento en la densidad de espinas
dendriticas en animales silvestres mantenidos en EE en relacién a sus hermanos mantenidos en
SC. Asi mismo, una caracteristica fenotipica de los animales nulos para Mecp2 es la disminucién
de la densidad de espinas dendriticas. Estos resultados validan una vez méas nuestro paradigma y
modelo de estudio. Es interesante que el EE determina un incremento en la densidad de espinas
dendriticas en los ratones nulos para Mecp2 sugiriendo que existen mecanismos independientes
de Mecp2 que permiten la formacién de nuevas espinas dendriticas. Sin embargo, la diferencia
observada al comparar la densidad de espinas dendriticas de los animales silvestres y nulos
para Mecp2 mantenidos en EE sugiere que la plasticidad estructural inducida por el EE en los

animales silvestres, est4 ausente en los animales nulos para Mecp2.

3.5.3. Laberinto acuatico de Morris

La memoria espacial es una tarea dependiente de la funcién hipocampal y el laberinto acua-
tico de Morris (MWM) ha sido ampliamente utilizado para evaluar esta funcién. Segiin se sefial6
en la introduccion, el entrenamiento en esta prueba determina un aumento en la actividad trans-
cripcional de Ryr2 y Ryr3 en rata. Esto sugiere que ambos isotipos juegan un rol en procesos
cognitivos complejos como la memoria y aprendizaje. Para determinar si la incapacidad de re-
gular la actividad transcripcional de Ryr3 y la alteracién en la formacion de espinas dendriticas
dependiente de actividad observada en los animales nulos para Mecp2 determina una alteracion
en la funcién hipocampal, se evalué la capacidad de aprendizaje espacial de los diferentes grupos
experimentales. En esta prueba se debié excluir al grupo de animales nulos para Mecp2 mante-
nidos en condiciones estandar, ya que su condicién fisica a las 8 semanas de edad imposibilita
su capacidad de nado.

Con este fin se llevd a cabo el entrenamiento de ratones en el laberinto acuatico de Morris
por 4 dias. Cada dia se realizaron cuatro repeticiones de la prueba. La validez del protocolo
de entrenamiento se pone en evidencia al observar la disminucién de las latencias de escape
de los animales silvestres a medida que transcurren los dias de entrenamiento (Figura 3.5.4),

dejando en evidencia el aprendizaje de la ubicacién de la plataforma oculta. Cabe sefialar que
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Figura 3.5.4: Curso del entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris. Se muestran
los tiempos de latencia para los diferentes ensayos llevados a cabo durante el (a) Dia 1, (b) Dia
2, (c) Dia 3 y (d) Dia 4 para los diferentes grupos experimentales evaluados. Animales silvestres
mantenidos en condiciones estandar se representan por un circulo cerrado (n = 8), los animales
silvestres mantenidos en enriquecimiento se representan con un cuadrado cerrado (n = 6) y los
animales nulos para Mecp2 mantenidos en EE se representan por un tridngulo cerrado (n = 6).
Los datos se presentan como valor promedio = SEM.

cada repeticién de la prueba comienza desde una ubicacion diferente de la piscina para evitar el
aprendizaje basado en claves propiocéntricas, fortaleciéndose el aprendizaje de la ubicacién de
la plataforma en funcién de las claves ambientales.

Las latencias de escape de la primera repeticién de la prueba en los diferentes dias represen-
tan los resultados del entrenamiento de manera maés clara y permite descartar variables como
el cansancio producido por el nado en las repeticiones consecutivas. Primero se puede corro-
borar que el aprendizaje de la ubicacién de la plataforma es sostenido desde el tercer dia de

entrenamiento (Figura 3.5.5). Observar que aquellos animales silvestres mantenidos en el en-
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Figura 3.5.5: Resultados del entrenamiento en el laberinto acuitico de Morris: Se
presentan las latencias de escape de la primera repeticion de la prueba en los diferentes dias de
entrenamiento. Se presenta el valor promedio &+ SEM, el niimero de animales por grupo es el
mismo presentado en la figura anterior. ANOVA p < 0,01, diferencia en relacion a WT-SC.

riquecimiento ambiental muestran una disminucién de la latencia de escape el primer intento
del segundo dia, sugiere que el enriquecimiento ambiental facilita el aprendizaje espacial en es-
ta prueba. Para nuestra sorpresa, se observé que las latencias de escape de los animales nulos
para Mecp2 no muestran una disminucién en ninguno de los dias de entrenamiento (Figuras
3.5.4 y 3.5.5). Sin embargo, al ser evaluados con una plataforma visible, dos dias después del
entrenamiento, ellos son capaces de nadar y alcanzar la plataforma en un tiempo comparable

al de los animales entrenados (triangulo abiertos en Figura 3.5.5), dejando en evidencia que
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Figura 3.5.6: Cuantificacién relativa de los mARN de RyR2 y RyR3 de animales
entrenados: (a) Cuantificacién del mARN de RyR2 para los animales entrenados en el laberinto
acuético de Morris en relacién a animales que no fueron entrenados. (t-test, * = 0,0116) (b)
Cuantificacion del mARN de RyR3 para los animales entrenados en el laberinto acuatico de
Morris en relacién a animales que no fueron entrenados. (t-test, * = 0,0310).
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Figura 3.5.7: Evaluacién de la Metilacién del promotor de Ryr? de animales entre-
nados: (a) Se aprecia el producto de MSP obtenido al utilizar como substrato un pool de ADN
modificado obtenido de hipocampos de animales que no fueron entrenados (SC) y para aquellos
que fueron sometidos al protocolo de entrenamiento en el laberinto acuético de Morris (WM).
(b) Se observa el producto de MSP obtenido para cada animal considerado en el pool utilizado
en (a). El estandar corresponde a un 100pb, se muestran tamafios de referencia en pares de
bases (pb).

la ausencia de aprendizaje de la ubicacién de la plataforma no tiene su fundamento en alguna
incapacidad motora remanente del fenotipo de los ratones nulos para Mecp2. La incapacidad
de adquisicién de memoria espacial mostrada por los animales nulos para Mecp2 mantenidos en
EE contrasta diametralmente con lo observado para los animales silvestres mantenidos en esta
condicién, destacando el rol de Mecp2 para llevar a cabo tareas de memoria y aprendizaje.

El entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris determina un incremento en la actividad
transcripcional de Ryr2 y Ryr3 en rata (Adasme et al., 2011). Para determinar si esto ocurre
en ratéon, se realizé PCR en tiempo real utilizando como substrato cADN obtenido desde el
hipocampo de ratones entrenados en el laberinto acuatico y fue cuantificado en relacién a un
grupo de animales silvestres mantenidos en condiciones estdndar y que no fueron expuestos al
entrenamiento. La cuantificacion relativa muestra un incremento en los mensajeros de Ryr2 y
Ryr3 en relacién a los animales controles (Figura 3.5.6). Esto fue corroborado con diferentes
normalizadores para evitar un sesgo producto de variaciones en el mismo.

Una vez determinado que existe un incremento en el mensajero de Ryr3 inducido por el
entrenamiento en el laberinto acustico de Morris, se hizo uso del MSP previamente estandarizado
para evaluar la metilacion del promotor del gen Ryr 8. Con este fin, se extrajo ADN de hipocampo
de animales entrenados y de sus hermanos que no fueron sometidos al entrenamiento. E1 ADN
fue modificado por bisulfito previo al ensayo de PCR. especifico para metilacién. Primero se
trabajé con un pool de ADN agrupando aquellos animales entrenados y sus hermanos que no

fueron sometidos al entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris. Se puede observar un
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incremento en el producto del MSP para los animales que fueron entrenados en el laberinto
acu#tico en comparacién a sus hermanos que no fueron sometidos al protocolo de entrenamiento
(Figura 3.5.7). Luego se procedi6 al estudio del ADN individual para cada ratén considerado en
el pool, corroborandose las observaciones realizadas anteriormente. Estos datos sugieren que el
incremento transcripcional observado en animales entrenados en el laberinto acuético de Morris

en relacién sus hermanos no entrenados est asociado a un cambio en la metilacién del promotor

de Ryr3, de manera similar a lo observado en enriquecimiento.




Capitulo 4

Discusion

4.1. Aspectos Generales

4.1.1. Complejidad

£ Como pueden eventos temporalmente puntuales originar cambios perdurables en el tiem-
po? Esta interrogante es compartida por la biologia del desarrollo y la neurociencia. La biologia
del desarrollo busca comprender los mecanismos que dan origen a la diversidad de fenotipos
celulares que conforman un organismo adulto a partir de una fuente compartida de informacién
genética, asi como las claves ambientales discretas que determinan el surgimiento de esta plasti-
cidad fenotipica. Asi mismo, comprender los procesos cognitivos complejos como la memoria y el
aprendizaje, desde una perspectiva bioldgica, requiere comprender cémo es posible preservar in-
formacién a pesar del perpetuo recambio de las proteinas que conforman cada neurona y de qué
manera puede esto conducir a cambios funcionales en la conectividad de los circuitos neuronales.
Este proceso requiere que moléculas individuales puedan auto-perpetuar estados adquiridos en
una reaccién independiente del recambio de las proteinas participando en el proceso, incluso
en ausencia del estimulo que gatillé la reaccién en un comienzo. Es interesante que las modi-
ficaciones neuroepigenéticas, y de particular interés para esta tesis, la metilacion de citosinas,
cuenten con la capacidad de auto-perpetuarse. Brindando sustento a la posibilidad de que en la
neuroepigenética se encuentre un fundamento biologico de la memoria, asf como la epigenetica
ha m ostrado ser de la biologia del desarrollo, participando activamente de la diferenciacién y

compromiso celular(Burton and Torres-Padilla, 2014).
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El c6digo de la metilacién del ADN permanece aiin oculto para el conocimiento, resultan-~
do imposible asignar una funcién o priori a una modificacion determinada. A pesar de esto,
su complejidad queda expuesta en cada trabajo publicado. La metilacién de citosinas ocurre
principalmente en citosinas ubicadas en un dinucledtido CpG. Estos dinucle6tidos se encuentran
presentes a una tasa menor a la esperada a lo largo del genoma, concentrandose en regiones
conocidas como islas CpG, las cuales generalmente coinciden con las regiones promotoras de los
genes. Cada residuo CpG puede encontrarse en su forma metilada, hemi-metilada o libre de me-
tilacion, y en cada promotor, regién codificante, intrén y regién intergénica, existe un sinntimero
de residuos CpG susceptibles de tomar uno de estos tres estados, alterando asf la afinidad de
factores de transcripcion, proteinas MBD y complejos remodeladores de la cromatina asociados
(Bird, 2002), modificindose en consecuencia la actividad transcripcional de los genes. A esta
complejidad debemos sumar la reciente evidencia mostrando que la metilacién no se limita sélo
a los residuos CpG, alcanzando a los dinuclestidos CpA, CpC y CpT (CpH en conjunto) (Guo
et al., 2014). En adicién, modificaciones que surgen de la metilacion de citosinas, tales como
1a hidroxi-metilcitosina, han mostrado contener informacién funcional con impacto relevante en
conductas (Feng et al., 2015). Esta modificacién forma parte de la via de demetilacién de una
citosina, haciendo que el paisaje de este tipo de modificaciones esté lejos de ser comprendido.
A continuacién buscaremos profundizar en lo que se conoce respecto al rol de la generacion y

mantencién de una marca neuroepigenética en la formacién de memorias.

4.1.2. Estado Basal, Modificado y Auto-Perpetuacién.

Las DNMT, enzimas encargadas de llevar a cabo la metilacién del ADN, pueden dividirse
en un grupo conocido como DNMTs de mantencién y otro conocido como DNMTs de novo.
El primer grupo es capaz de metilar citosinas ubicadas en el contexto de dineuclestidos CpG
hemimetilados. Mientras que el segundo grupo es capaz de dar origen a una marca de metilacién
previamente inexistente. Entre ambos grupos, se advierte la capacidad de dar origen a nuevas
marcas epigenéticas en el ADN, marcas que podrén perpetuarse en el tiempo (Figura 4.1.1).
Se tiene asi, un estado basal y un estado modificado, con la capacidad de replicar el estado
modificado en el tiempo. Un ejemplo similar y fundamental para los procesos de memoria y
aprendizaje es el caso de la Calcio-Calmodulina Quinasa, enzima capaz de adquirir un estado

funcionalmente activo y autoperpetuarlo de manera independiente del estimulo que causé la

64




GAGACCGACCACT

CTCTGGCTGGTGA DNMT
de novo

emmuno\‘ GAGACCGACCACT

CTCTGGCTGGTGA DNMT
Mantencién

N GAGAC,GACCACT

CTCTGG‘I‘GGTGA

Figura 4.1.1: Esquema para formacién y mantencién de una nueva marca epigenética:
Una nueva marca epigenética surge en el contexto CpG gatillada por un estimulo y la actividad
de las DNMT de novo. Esta nueva marca puede ser perpetuada por la actividad de las DNMT
de mantencion. Este ciclo permite la creacién de un estado epigenético nuevo y su perpetuacion
independiente del estimulo que da origen al proceso.

activacion original (Day and Sweatt, 2011). Este paralelo, sumado a la complejidad del codigo
de la metilacion de las citosinas, brindan un paisaje tinico que permite plantear un rol para la
metilacién del ADN como almacén de la memoria.

Ast, se ha logrado establecer una estrecha relacion entre la metilacion del ADN y las diversas
subregiones cerebrales, evidencidndose que los cambios en la metilacién est4n relacionados con
la funcionalidad de la subregion cerebral en estudio. Asi, el hipocampo, cuyo rol predominante
recae sobre la consolidacion de la memoria, ha mostrado presentar cambios en la metilacion que
son altamente dindmicos, alcanzando una duracién del orden de dias. Por su parte, la corteza,
cuyo rol en almacenamiento de largo plazo es conocido, ha permitido identificar modificaciones
de la metilacion que alcanzan el mes de duracién (Miller et al., 2010). Asf mismo, inhibidores de
las DNMTs han mostrado mermar memorias remotas de manera temporal y subregion especifica,
sugiriendo que la capacidad autoperpetuante de la metilacion es requerida para la mantencién de
memorias remotas e implicando que la formacion de la memoria dio origen a cambios perdurables
en la metilacion (Miller et al., 2010). Se tiene asi un paisaje complejo capaz de dar origen a nuevas
metilacones de citosinas con la capacidad de auto-perpetuarse en el tiempo, constituyendo un
proceso que ha demostrado ser necesario para el establecimiento y mantencién de memorias.
Esto, sin embargo, no da luz a los mecanismos que permitan establecer una relacién directa
entre la memoria y la metilaciéon de citosinas. Al finalizar debemos recordar que la metilacién
de citosinas ha demostrado ser un fen6meno sumamente plastico e incluso reversible, lo que se
puede considerar un factor contraproducente e incluso limitante para reconocer en la metilacién
una funcién como almacén de memorias. Notaremos que la plasticidad de la metilacion no

imposibilita su rol en la formacién de memorias, sin embargo, exige el establecimiento de nuevos
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mecanismos funcionales.

4.1.3. Metilacion del ADN y Plasticidad Sinaptica

Las memorias son almacenadas a diferentes niveles, desde células a circuitos especificos.
Conocer de qué manera puede la neuroepigenética alterar la funcionalidad neuronal y la orga-
nizacion de circuitos neuronales es una pregunta sumamente relevante para comprender su rol
en procesos cognitivos complejos. Los circuitos pueden abarcar diferentes subregiones del cere-
bro y diferentes tipos celulares, consecuentemente es posible plantear que el establecimiento de
memorias requiera de diferentes mecanismos de plasticidad actuando en diferentes células que
actan como un conjunto funcional. La plasticidad siniptica comparte caracteristicas funda-
mentales con la memoria, incluyendo sus caracteristicas basicas: la asociatividad, especificidad
v el requerimiento de un estimulo lo suficientemente fuerte para gatillar el evento plastico. Es
més, la memoria de largo plazo y la potenciacién de largo término requieren de la sintesis de
nuevas proteinas, evento que puede ser epigenéticamente regulado a través de la modulacién
de la actividad transcripcional. Asi mismo, la modulacién de la fuerza sinaptica ha demostrado
ser capaz de participar activamente en la formacién y expresi6n de memorias (Nabavi et al.,
2014). De aquf nace la importancia de comprender la relacién que existe entre la metilacién de
citosinas y la plasticidad sinéptica, presentindose como un medio capaz de proyectar este codigo
epigenético a los circuitos que subyacen la formacién de memorias. Se ha puesto en evidencia
que inhibidores de las DNMTs son capaces de impedir la potenciacién de largo término inducida
por estimulacion en rafagas theta aplicada en las colaterales de Schaeffer. Este protocolo deter-
mind una demetilacién de los genes BDNF y Reelin (Sui et al., 2012; Levenson et al., 2006).
Datos similares fueron obtenidos utilizando ratones nulos para DNMT1 y DNMT3a, sugiriendo
la estrecha relacién entre la plasticidad sindptica y los cambios en la metilacién de las citosi-
nas (Morris and Monteggia, 2014). Asf, para comprender la metilacién como un substrato de
almacenamiento de la memoria, es necesario estrechar la relacién entre los cambios en la meti-
lacién y los cambios en la plasticidad sindptica. Sin embargo, relacionar plasticidad sinéptica y
metilacion de citosinas conlleva un problema teérico al comprender que los cambios en la meti-
lacién afectan a la célula como un todo, mientras la plasticidad sinaptica presenta propiedades
y cambios sumamente especificos para cada sinapsis.

Los cambios globales inducidos por cambios en la metilacién pueden relacionarse a cambios
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en la funcionalidad sinaptica considerando tres escenarios posibles descritos por David Sweatt
(Guzman-Karlsson et al., 2014) y representados en la figura 4.1.2: i) Los cambios en la metilacién
pueden alterar la capacidad de respuesta de una neurona frente a los estimulos que recibe,
favoreciendo la ocurrencia de cambios en la fuerza siniptica que serén los responsables de originar
los cambios permanentes en la célula. ii) Los cambios en la metilacion pueden alterar la expresion
de genes involucrados directamente en procesos de plasticidad, favoreciendo los cambios de la
fuerza sindptica iii) Los cambios en la metilacién pueden determinar una estabilizacion de las
fuerzas sinipticas una vez que ya han ocurrido los eventos de plasticidad sindptica, permitiendo
perpetuar la funcionalidad adquirida en las sinapsis. Los escenarios descritos pueden actuar a
nivel sinapsis-especifico y a nivel de célula como un todo, en lo que se conoce como plasticidad
intrfnseca y escalamiento sindptico. Estos tres mecanismos descritos probablemente actiien al
unisono, en diferentes poblaciones celulares, subregiones anatémicas e incluso actiien de manera
conjunta en una célula tnica, determinando que el camino para develar un rol directo para la
metilacién del ADN en la memoria sea sumamente complejo. Debido a esta complejidad, se hace
relevante estrechar la relacién entre los cambios en la metilacion y los cambios transcripcionales
de genes blanco que pueden involucrarse directa o indirectamente con cambios en la plasticidad
neuronal.

Esta tesis surge como un esfuerzo por relacionar los cambios neuroepigenéticos con modi-
ficaciones conductuales. En una primera etapa se hace necesario establecer el vinculo estfmulo
ambiental - epigenética - actividad transcripcional. Luego abordar el rol de los cambios en la
actividad transcripcional en las propiedades plasticas inducidas por el estfmulo ambiental de
interés y finalmente la relacion entre las modificaciones plasticas y las conductas que surgen
debido al estimulo. El gen blanco de estudio en esta tesis, Ryr3, cuenta con diversos trabajos
documentando su rol en procesos de plasticidad siniptica, trabajos que condujeron el estudio
de su funcién en procesos cognitivos complejos. Debo destacar también su rol en la formacién
de espinas dendriticas, dado a que estas modificaciones estructurales resultan determinantes en
el funcionamiento del sistema nervioso, brindando la oportunidad de asentar experiencias en
nuevos circuitos neuronales cuya formacién es dependiente de la experiencia (Poo et al., 2016).
Por otra parte, Mecp?2, la proteina reguladora dependiente de la metilacién del ADN, ha demos-
trado ser indispensable para el correcto funcionamiento del sistema nervioso central, con un rol

preponderante en plasticidad dependiente de la experiencia. Sin embargo, atin se desconocen los
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Figura 4.1.2: Efectos putativos de un cambio global de metilacién sobre la funcion
neuronal: Se representan diferentes escenarios antes y después de un evento de aprendizaje o
experiencia que determina un cambio en las marcas epigenéticas, alterando la expresion de genes
funcionalmente relevantes. a) Se representa la modificacién de la capacidad de respuesta de una
neurona. La modificacién puede disminuir o aumentar la tasa de respuesta neuronal, reduciendo
o facilitando los fenémenos que determinan la modulacién de la fuerza sinaptica. En la figura
se ejemplifica un aumento en la tasa de respuesta neuronal, favoreciendo el establecimiento
de fenémenos de potenciacion de largo plazo. b) Se representa el efecto de los cambios en la
expresion de genes que participan directamente de la potenciacion de largo plazo, permitiendo
aumentar la fuerza sindptica de aquellos procesos en donde las condiciones lo permiten. De
manera similar los cambios en la expresiéon génica pueden involucrar genes que contribuyen a
la disminucién de la fuerza sinaptica, con el efecto opuesto al ejemplificado en la figura. ¢) Se
representa una estabilizacion de las fuerzas sinapticas, tornandose la célula aplastica se permite
conservar los estimulos y sus valencias sinapticas.

mecanismos que hacen que esta proteina sea tan determinante en los procesos de plasticidad
sindptica. En conjunto, estos candidatos de estudio guardan ain secretos por revelar, secretos
que pueden contribuir para comprender el funcionamiento del sistema nervioso cuando se re-
quiere de la experiencia como motor de cambio neuronal. El paradigma de estudio de esta tesis,
el enriquecimiento ambiental, permite poner a prueba los mecanismos claves que subyacen los
procesos cognitivos complejos, como la formaciéon de espinas dendriticas, la modulacion de la
fuerza sinaptica y los cambios transcripcionales que subyacen dichos cambios. A continuacién,
bajo la luz de los conceptos aqui descritos, se presenta una discusion enfocada a los diferentes
temas centrales de esta tesis, destacandose la importancia del paradigma y modelo de estudio

escogido para el desarrollo de la misma.
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4.2. Metilacion

4.2.1. PCR Metilacién Especifico (MSP)

La metilacion del ADN es una de las principales marcas epigenéticas, sin embargo llevar a
cabo un estudio acabado de sus modificaciones no es sencillo y se transforma en una apuesta
riesgosa cuando se busca comprender el control de la actividad transcripcional de un gen parti-
cular. Es por esto que se decidié dar comienzo a la evaluacion de la metilacién del promotor de
Ryr3 con una técnica laboriosa, el MSP. Estandarizar esta técnica no fue sencillo y requirié de
un esfuerzo considerable. Sin embargo, los resultados obtenidos permitieron delimitar una regién
de interés para proceder al analisis de secuenciacién. El MSP permiti6 evaluar de una manera
cualitativa la metilacion de citosinas ubicadas en la regién promotora de Ryrd en hipocampo de
animales mantenidos en enriquecimiento ambiental, observandose un incremento en el producto
de MSP en comparacién al producto de la amplificacién observada para muestras de ADN obte-
nidas desde hipocampos de animales mantenidos en condicién estandar. Este primer resultado
sugirié que la manipulacién ambiental determina un cambio significativo de la metilacién del
promotor de Ryr3, dando empuje al desarrollo del trabajo presentado. Asi mismo, no se ob-
servaron diferencias en el producto de MSP al comparar muestras de ADN obtenidas desde los
cerebelos de los mismos animales, sugiriendo la especificidad del cambio epigenético, una carac-
teristica previamente mencionada y que permite estrechar la relacién memoria-neuroepigenética.
También debe considerarse que, una vez estandarizado, el MSP corresponde a una técnica de
bajo costo y ripida de realizar, lo que permitié la evaluacién cualitativa de la metilacién en
diferentes condiciones que no pudieron ser incluidas en el estudio por secuenciacién. Asi, el MSP
permitié no sé6lo dar pie al estudio de la metilacién por secuenciacién, sino también ahondar
en los alcances de la regulacion transcripcional de Ryr3, utilizdndose esta técnica para evaluar
cambios en la metilacién producto del entrenamiento conductual en el laberinto acustico de Mo-
rris. Con los resultados finales de esta tesis, se debe destacar la correspondencia de resultados
obtenidos para el MSP con los resultados obtenidos por secuenciacién, permitiendo validar el
uso del MSP como una primera aproximacion en la bisqueda de regiones de interés para fines
de control transcripcional por modificaciones de la metilacién del ADN. Teniendo esto como
base, se procede a una discusién acabada de los resultados obtenidos para la secuenciacién del

promotor de Ryr3.
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4.2.2. Secuenciaciéon del Promotor de Ryr3

Para el analisis de la metilacién por medio de la secuenciacion se hizo necesario delimitar una
regién de interés (ROI) susceptible de dirigir la actividad transcripcional del gen. Considerando
los resultados obtenidos por MSP y debido a que el reconocimiento de las citosinas metiladas
es independiente de la secuencia contexto, se decidié considerar el promotor proximal del gen
que codifica para Ryr3 como regién de interés para el estudio de la metilacién y como agente
mediador de la actividad transcripcional. Haciendo uso de la secuencia de referencia (RefSeq)
para Ryr3, se identificé el sitio de inicio de transcripcién y a partir de este sitio se consideraron
1000 pb rio arriba y 800 pb rio abajo. Los 1000 pb rio arriba contienen el promotor minimo de
Ryr3 y los 800 pb rio abajo del inicio de transcripcién incluyen el primer exén y parte del primer
intrén. La regién de 1800 pb contiene 9 dinuclettidos CpG, de los cuales 5 se localizan entre los
700 y los 400 pares de bases rio arriba del sitio de inicio de transcripcién; estos sitios fueron el
blanco de la secuenciacion.

Para tener un marco de referencia, se hace necesario considerar que la regién de interés
no contiene islas CpG identificables por medio de los principales pardmetros utilizados por
los algoritmos bioinformaticos. Puede entonces sefialarse que el promotor proximal de Ryrd
es una regién con baja frecuencia de dinucleétidos CpG. Esto es importante de considerar al
momento de comparar los resultados de este trabajo con ofros similares, ya que la mayoria de
los promotores contienen éstas islas ricas en dinuclettidos CpG rio arriba del sitio de inicio de
transcripcién y es para este tipo de promotores para los que se cuenta con la mayor cantidad
de informacién bibliografica. Para aquellos promotores libres de islas CpG es aceptado que la
metilacion de los residuos CpG conduce al silenciamiento del gen, brindado la capacidad de
regular la expresion en una forma tejido especifica (Han et al., 2011). En el caso presentado
en esta tesis, se evalu6 la metilacion de dinucle6tidos CpG en dos condiciones en que el gen
blanco se encontré siempre transcripcionalmente activo, marcando una diferencia significativa
con el estudio de comparacion entre tejidos. En esta tesis se pudo observar que la metilacién de
citosinas ubicadas en una regién libre de islas CpG es capaz de activar transcripcionalmente a un
gen blanco, marcando un cambio en la forma en que se concibe la metilacién de CpGs para este
tipo de promotores. Estas pequefias diferencias en los mecanismos de regulacién transcripcional
mediadas por modificaciones epigenéticas han llevado a la formacion de la neuroepigenética

como campo de estudio, en donde cambios en la metilacion de dinucleétidos CpG determinan
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cambios en la magnitud de la actividad transcripcional de un gen, a diferencia de los cambios
binarios del tipo expresién/no expresién observados paras tejidos periféricos (Hen et al., 2011).

Como se sefiald en la introduccién, aquellos dinucledtidos CpG presentes en regiones libres
de islas CpG presentan una alta probabilidad de estar metilados, lo que nos hizo esperar un alto
porcentaje de metilacién en la ROI. Efectivamente, el porcentaje de metilacién observado para
los CpGs incluidos en esta tesis fue alta, superando el 80 % en algunos de los residuos. A pesar de
esto, el EE fue capaz de inducir un aumento significativo en la metilacion de citosinas discretas
(-446 y +77). El aumento de metilacion alcanz6 un 10% por sobre lo observado para aquellos
residuos en muestras de ADN obtenido desde animales mantenidos en condiciones estandar.
Es importante sefialar que los trabajos de genomica global utilizan un umbral de un 5% de
cambio en la metilacién para detectar regiones de interés. Estos resultados guardan relacién
con las observaciones realizadas a nivel genémico, en donde se identific6 a las CpGs aisladas
como aquellos residuos cuya metilacién es susceptible de ser modificada de manera estimulo
dependiente (Guo et al., 2011). Estos resultados resaltan la importancia de los CpG aislados
ubicados en promotores libres de islas CpG, no sélo como silenciadores tejido especificos, sino
como blancos capaces de dirigir la actividad transcripcional en respuesta a estimulos ambientales.

Se observd que el aumento en la metilacién inducido por el EE permitié alcanzar niveles
comparables a los observados para los animales jévenes (p21), sugiriendo que el avance en edad
disminuye la metilacién de los residuos -446 y +77. Esta similitud result6 de particular im-
portancia, ya que sugiere que los niveles de metilacién alcanzados por los residuos -446 y +77
corresponden a un nivel fisiologicamente relevante. Se puede sugerir entonces que la estimula-
cién ambiental brindada por el enriquecimiento no determina una metilacién anémala de dichos
residuos, sino mas bien recupera o mantiene su metilacién en un nivel fisiolégicamente relevante,
pero mayor al esperado para el animal adulto de 8 semanas de edad (Figura 4.2.1b). Estos resul-
tados pueden extrapolarse a observaciones realizadas recientemente en un trabajo que abords
el efecto de la restriccién calérica sobre los cambios en la expresién génica del drea CA1 del
hipocampo inducidos por el envejecimiento (Schafer et al., 2015). Este trabajo encontré que el
envejecimiento (15 meses) reduce significativamente los niveles del mensajero de Ryr3 y que la
restriccién calérica es capaz de revertir esta disminucién. Asi, podria sugerirse que la disminu-
ci6n de la metilacién observada para los residuos -446 y +77 entre el P21 y las 8 semanas de

edad puede eventualmente proyectarse en el tiempo y subyacer la disminucién de los niveles
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Figura 4.2.1: Esquematizacién del resultado de la secuenciacién del promotor de ryr3.
(a) Se destaca la especificidad del aumento en la metilacion de las citosinas -446 y +77 observado
en hipocampo de animales silvestres mantenidos en EE (b) En forma esquematica se destaca
el estado de la metilacién de las citosinas -446 y +77 en los animales P21 y el efecto de las
manipulaciones ambientales sobre la metilacién en adultos de 8 semanas. Las citosinas metiladas
se representan como circulos negros mientras que su contraparte no metilada se representa como
un circulo vacfo.

de mensajero de Ryr3 observados en animales envejecidos de 15 meses. Esto permite sugerir
una posible relacién entre los cambios en la expresion génica que acompafian al envejecimiento
con cambios en la metilacién del promotor de Ryr3. Siendo méas osados, cabe interrogarse si la
recuperacién de los niveles de mensajero de Ryr3 observados como producto de la restriccion
calérica, pueden estar acompaiiados por una recuperacién del nivel de metilacién del promotor
actuando como mecanismo de regulacién transcripcional. La restriccion calérica y el envejeci-
miento son un 4rea de intensa investigacion y resultaria prometedor considerar las observaciones
presentadas en futuros trabajos.

De los resultados obtenidos para la secuenciacion del promotor de Ryr 8, se destaca la obser-
vacién de que el aumento en la metilacién inducida por enriquecimiento fue observado exclusi-
vamente en el hipocampo, no asi en la corteza ni €l cerebelo (Figura 4.2.1a) e interesantemente,
ambas regiones no mostraron el incremento de la actividad transcripcional observado en el hi-
pocampo. Estas observaciones destacan la importancia de la relacién entre la metilacion y la
actividad transcripcional de Ryr3. Sin embargo, este fen6meno no da cuenta de causalidad, es
decir, puede considerarse que un aumento en la metilacién dirige un aumento en la actividad
transcripcional o que un aumento en la actividad transcripcional dirige un aumento en la metila-
cion (Figura 4.2.2). Para un an4lisis mas detallado debe considerarse la informacién obtenida de

otros experimentos, punto que sera analizado posteriormente. Para comprender la especificidad
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Figura 4.2.2: Relacién causal entre cambios en la metilacién y la actividad trans-
cripcional. Se representa un gen tedrico, con su promotor proximal e inicio de transcripcion.
Los cfrculos representan las citosinas metiladas a) Se representa el caso en que el cambio en la
metilacion ocurre en primer lugar, dando paso a la modificacién de la actividad transcripcional.
b) Se representa el caso en que el cambio en la actividad transcripcional tiene lugar primero,
dando paso a la modificacion de la metilacién en segundo lugar.

de los cambios en la metilacién, debemos tener en cuenta que en esta tesis se consideré el total
de la corteza, sin una diseccién en subregiones especificas. Cabe plantearse la posibilidad que
una diseccién de la corteza en regiones especificas hiciese factible encontrar regiones en las cua-
les la expresion y la metilacion de Ryr3 se vean afectadas por el protocolo de enriquecimiento
ambiental. Asi, es posible que otras regiones del cerebro presenten un comportamiento similar,
resultando llamativo evaluar regiones involucradas en interocepcién, como la corteza insular, y
conductas motivadas, como el drea tegmental ventral. La corteza motora representa una region
de particular interés, ya que datos no publicados del laboratorio del Dr. Kerr sugieren que el en-
riquecimiento ambiental es capaz de inducir plasticidad estructural en esta regién de la corteza,
sugiriendo que un analisis detallado de esta regién puede eventualmente mostrar resultados simi-
lares a lo observado en el hipocampo. El «efecto dilucién» es un problema reconocido dentro de
la investigacion buscando establecer la funcién de Mecp2 (Sugino et al., 2014). El efecto dilucion
sostiene que la diversidad de poblaciones celulares consideradas dentro de una muestra podria
oculiar los efectos de la regulacion transcripcional de una poblacién neuronal especifica (Sugino
et al., 2014). Considerando el problema del efecto dilucién, es posible que la magnitud de los
cambios en la metilacién del promotor de Ryr3 sean mayores a lo observado y que producto de
la heterogeneidad de la muestra de hipocampo completo la magnitud se vea opacada. Se hace
necesario que en futuros trabajos se considere una seleccién tipo celular-especifica, permitiendo
conocer el efecto del enriquecimiento sobre la metilacion del promotor de Ryr& en una poblacién
neuronal especifica.

Los resultados obtenidos para el analisis de metilacion, tanto por MSP como por secuencia-
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ci6n, deben contrastarse con trabajos similares, en particular con el trabajo realizado por Guo
y colaboradores (2011). En este trabajo se utiliz6 el shock electro convulsivo (ECS) como medio
para incrementar la actividad neuronal y se evaluaron los cambios en la metilacion a nivel gené-
mico. El paradigma de enriquecimiento utilizado en esta tesis representa una forma natural para
incrementar la actividad neuronal y desde este punto de vista ambos trabajos son relativamente
comparables. Asf, podemos destacar la importancia que en ambos trabajos se haya observado
un aumento en la metilacion del promotor de Ryr3, sugiriendo que existe una estrecha relacion
entre la actividad neuronal y el nivel de metilacién del promotor de Ryr8. Sin embargo, ambos
trabajos discrepan en cuanto al efecto del aumento en la metilacion sobre la expresion de Ryr3,
ya que en el trabajo de Guo y colaboradores se observé una disminucién de los niveles de mensa-~
jero de Ryr3 como producto del ECS. Esto puede recaer sobre las diferencias que ambos trabajos
presentan, mas alla de la diferencia obvia del protocolo de estimulacién utilizado. Se destacan
el tiempo al cual las muestras fueron trabajadas (4 horas post ECS versus 5 semanas en enri-
quecimiento) y la region del cerebro contemplada para analisis (giro dentado versus hipocampo
completo). Es posible que exista un efecto de dilucién de cierto grado que permite observar el
efecto global de diferentes poblaciones neuronales al considerarse los diferentes origenes de las
muestras. Estas diferencias nos recuerdan la complejidad oculta tras el c6digo de la metilacién
del ADN, y que a pesar del nivel de conocimiento que se tiene hoy, no es posible afin asignar
una funcioén determinada a la metilacion, sin un estudio acabado. A pesar de esto, es llamativo
considerar la modificacién epigenética como causa de los cambios transcripcionales alcanzados
en ambos trabajos y que guardan estrecha relacién con el incremento de la actividad neuronal

alcanzado mediante dos paradigmas diferentes.

4.3. Mecp2

4.3.1. Rol de Mecp2 en la Regulacién de Ryr3

Ya los primeros trabajos buscando comprender el rol de Mecp2 en la regulacién transcrip-
cional habian dado cuenta de su capacidad de actuar de manera bidireccional, es decir, puede
aumentar la actividad transcripcional de un grupo de genes blanco mientras que disminuye la
actividad de otros (Ben-Shachar et al., 2009b). Asi, es posible considerar a Mecp2 tanto como

un activador o represor transcripcional. De aqui la necesidad de llevar a cabo trabajos como
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el presente, que permitan comprender el rol de esta protefna en la regulacién transcripcional
de un candidato especifico. La alteracién de los niveles de Ryr3 en el modelo nulo para Mecp2
ha sido puesta en evidencia en al menos dos trabajos (Zhao et al., 2013; Ben-Shachar et al.,
2009a). Ambos trabajos dan cuenta de una disminucién de la expresién del mensajero de Ryr3
en cerebelos de animales nulos para Mecp2. Los resultados de esta tesis corroboran y extienden
esta observacién al hipocampo, regién donde Ryr3 es expresado en mayor abundancia en compa-
racién a otras estructuras del cerebro (Mori et al., 2000). Asi, puede sugerirse un rol para Mecp2
como regulador transcripcional de Ryr3, y siendo osados, se puede proponer que Mecp2 actiia
como un activador transcripcional de Ryr3, ya que su ausencia. determina una disminucién de
los niveles de mensajero para este canal. Sin embargo, debido al gran nimero de factores que
se ven afectados en un modelo nulo como el utilizado en esta tesis, se hace necesario poner en
evidencia la interaccion directa de esta proteina con el promotor de Ryr3. Asi, el ensayo de
inmunoprecipitacién de cromatina permitié corroborar la interaccién directa de esta proteina de
unién a citosinas metiladas con el promotor de Ryr3. Esta interaccion se observo en los animales
mantenidos en condiciones estindar, sugiriendo que Mecp2 es necesario para alcanzar los niveles
de basales de Ryr3 y que su regulaciéon no es del tipo todo/nada. Asi, esta tesis muestra que
Mecp2 juega un rol directo en la actividad transcripcional basal de Ryr3, permitiendo compren-
der la disminucién de los niveles de mensajero para Ryr$ observados en los animales nulos para
Mecp2, quedando expuesta la necesidad de contar con este lector de metilacién de ADN pa.ra,\la,
correcta actividad transcripcional de Ryr3.

Se observé que el enriquecimiento ambiental determina un incremento de la interaccién de
Mecp2 con el promotor de Ryr3, probablemente sustentado en el aumento en la metilacién del
promotor de Ryr3. Esto se correlaciona con la mayor actividad transcripcional observada para los
animales mantenidos en enriquecimiento. Asi, esta tesis corrobora la hipétesis presentada en que
se postula que Mecp2 actia como un activador transcripcional en el promotor de Ryr3, siendo
esta interaccion necesaria tanto para alcanzar niveles basales de expresion como para determinar
el incremento en la actividad transcripcional observado en los animales mantenidos en EE. El rol
de activador transcripcional es relevante para el modelo nulo para Mecp2 ya que estos animales
fueron incapaces de mostrar un incremento de los niveles de mensajero de RyR3 al ser expuestos
al EE, dando ain mayor fuerza al rol de activador transcripcional de Mecp2. Se puede asi sefialar

que Mecp2 es necesario para lograr el aumento transcripcional observado como consecuencia
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de la exposicion al ambiente enriquecido. Con estos datos podemos retomar el concepto de
causalidad de los cambios en la metilacién y actividad transcripcional presentado al comienzo
de la discusién (Figura 4.2.2), sugiriéndose que el cambio en la metilacién precede al cambio
en la actividad transcripcional observado para los animales mantenidos en enriquecimiento, ya
que la interaccién de Mecp2 es necesaria para el incremento transcripcional. En el supuesto que
1a activacién transcripcional dirigiese los cambios en la metilacién, el modelo nulo para Mecp2
mostraria el incremento transcripcional y las diferencias se presentarfan solo a nivel de metilacion
del promotor de Ryr3. Esta idea puede y debe ser puesta a prueba en detalle, por medio del uso
de diversas estrategias moleculares, siendo a mi juicio, una de las interrogantes abiertas de mayor
interés. Entre las herramientas disponibles destaca la posibilidad de modificar artificialmente el
nivel de metilacién en regiones gendémicas, herramienta que podria usarse en el promotor de
Ryr3, evaludndose si incrementar la metilacion es suficiente para dirigir el inmcrememto en la
actividad transcripcional.

En cuanto a la relacién entre plasticidad estructural observada en el EE y Mecp2, se des-
tacan trabajos que han mostrado que Mecp2 y, en particular su dominio de unién a citosinas
metiladas, son necesarios para el desarrollo normal del 4rbol dendrftico (Zhao et al., 2015). Esto
sugiere que cambios en la metilacion subyacen los cambios transcripcionales que dan origen a
las modificaciones asociadas con la plasticidad estructural y que Mecp2 juega un rol preponde-
rante en esta relacion. La regulacién descrita en esta tesis plantea a Ryr3 como un candidato
interesante para relacionar ambos fenémenos, sin embargo existe un sinnimero de genes capaces
de participar en este proceso y que deberan ser estudiados sisteméticamente para comprender

c6mo el ambiente logra impactar sobre los mecanismos que sustentan la plasticidad sinédptica.

4.3.2. Implicancia Para el Sindrome de Rett

No se puede pasar por alto la relacién de Mecp2 con el Sindrome de Rett, patologfa originada
principalmente por mutaciones en el gen que codifica esta proteina. Se debe destacar que existe

una dificultad al comprender el rol de las mutaciones de esta protefna en la patogénesis de este

sindrome. Se ha postulado que el origen de la patologia recae sobre la funcionalidad alterada de

esta protefna durante el desarrollo del individuo, por lo que el fenotipo exhibido por las pacientes
surge exclusivamente como una consecuencia de las alteraciones neurofisiologicas adquiridas

durante el desarrollo temprano. En contraparte se tiene el planteamiento de que MeCP2 es




necesario para la funcionalidad normal del sistema nervioso central atn en la etapa adulta y que
por ende el fenotipo asociado al sindrome emerge como consecuencia de la funcionalidad alterada
de las neuronas carentes de esta proteina en la vida adulta y no como consecuencia de alteraciones
del desarrollo. El sindrome de Rett es considerado una alteraciéon del neurodesarrollo ya que la
carencia de MeCP2 determina un fenotipo que se expresa durante el desarrollo temprano del
individuo e imposibilita la maduracién completa del sistema nervioso. Sin embargo, diversos
trabajos han logrado consolidar la idea de que Mecp?2 es necesario para el correcto funcionamiento
neuronal en la vida adulta y que su carencia contribuye a las caracteristicas exhibidas por las
pacientes de este sindrome (Kerr et al., 2012). Asi, la principal hipotesis para un rol de Mecp2 en
la vida adulta guarda relacion con su capacidad de modificar la actividad transcripcional de genes
en respuesta a estimulos, sugiriéndose asi que la carencia de Mecp2 determina la imposibilidad
de almacenar nuevas memorias debido a la incapacidad neuronal de responder a los estimulos
con los cambios transcripcionales requeridos para permitir cambios plasticos (Zoghbi, 2003).
Esta hipotesis es sostenida con la base de observaciones realizadas en genes como BDNF| sin
embargo, existe un gran vacio por completar para sostener esta idea. La presente tesis, aporta
a la comprension del rol de Mecp2 en la vida adulta, dejando en evidencia su rol directo en la
regulacién transcripcional de Ryr3. Asi mismo, comprobar que los animales nulos para Mecp2
son incapaces de mostrar la respuesta transcripcional de Ryr3 frente a la estimulacién ambiental
sugiere que existen aspectos de la funcionalidad neuronal que la ausencia de Mecp2 imposibilita
recuperar. Las consecuencias de esto escapan al trabajo de esta tesis, pero son sumamente

relevantes y resultan sumamente atractivas para desarrollar en un futuro trabajo.

4.4. Plasticidad Dependiente de la Experiencia

4.4.1. Enriquecimiento Ambiental

El EE es un paradigma que, a pesar de su sencillez, continta brindando resultados in-
teresantes para comprender el funcionamiento del sistema nervioso en condiciones normales y
patologicas. Este paradigma busca incrementar la calidad y cantidad de estimulacién que reci-
ben los animales; para este fin se utilizan diversos juguetes, laberintos, ruedas de ejercicio y un
nimero incrementado de companeros de jaula, permitiendo establecer interacciones sociales mas

complejas. Diversos trabajos han buscado comprender el aporte de cada estimulo a la funciona-
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lidad neuronal obtenida como consecuencia de este paradigma, observindose que, por ejemplo,
la rueda de ejercicio es determinante en cuanto al efecto neurogénico del EE (Kobilo et al., 2011;
Kempermann et al., 1997). Sin embargo, la rueda de ejercicio no es necesaria para observar los
efectos conductuales de este paradigma (Meshi et al., 2006). Asi, descomponer los elementos
del EE en un esfuerzo por establecer las relaciones causa-efecto de este paradigma resulta in-
eficiente, confuso y alejado del foco de esta tesis. Personalmente considero que la estimulacién
brindada por el conjunto de elementos utilizados en el EE es mayor que la suma de sus partes.
Por este motivo considero conveniente utilizar el EE como un todo, obteniendo tanto los efectos
celulares y moleculares como de los efectos conductuales. El uso de este paradigma como modelo
central en esta tesis deriva de su capacidad de incrementar la plasticidad neuronal, tanto a nivel
sindptico como estructural. Ambos procesos son claves para la bsqueda de una relacién entre la
memoria y los cambios en la metilacién del ADN. El EE es un paradigma reconocido tanto por
incrementar la fuerza sindptica como por inducir plasticidad dependiente de la experiencia (van
Praag et al., 2000; Baroncelli et al., 2010; Nithianantharajah and Hannan, 2006). Recientemente
se ha logrado evidenciar in-vivo que el EE determina no solo un incremento de la densidad de
espinas dendriticas sino que incrementa la tasa de recambio de las mismas, sugiriendo que el
enriquecimiento favorece la dindmica de formacién de las espinas (Jung and Herms, 2014). En
adicién, el EE ha mostrado atenuar el fenotipo asociado a diversas enfermedades neurologicas,
se comprende asi su importancia como paradigma de estudio, tanto para comprender los cam-
bios que subyacen la plasticidad sindptica en condiciones fisiologicas, como para comprender las
bases moleculares de enfermedades. Debido al gran niimero de cambios en la expresién génica
que acompaiian a este paradigma, se hace necesario considerar los cambios neuroepigenéticos
como una posible fuente de los mismos. Es relevante sefialar que una breve exposicién a este
paradigma por 3 6 6 horas determina un incremento en la expresién de DNMT (Rampon et al.,
2000), brindando un marco para los cambios en la metilacén observados para el promotor de
Ryr3. Asi mismo, se han observado cambios en la metilacién y acetilacién de histonas (Fischer
et al., 2007), sugiriendo que cambios en la estrucutra de la cromatina acompaiian los cambios
de la expresién génica dirigidos por la estimulacién ambiental. Esto permite proponer a este
paradigma como una herramienta para comprender los cambios epigenéticos que sustentan los
fen6menos de plasticidad relevantes para los procesos cognitivos.

En esta tesis, uno de los resultados que avala la efectividad del paradigma usado, corresponde
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a la estimacién de la densidad de espinas dendriticas en el area CAl del hipocampo en los
animales expuestos a un ambiente enriquecido. Se observé un incremento de la densidad de
espinas dendriticas para los animales silvestres mantenidos en EE en relacién a sus hermanos
mantenidos en condiciones estandar. Llama la atencién que los animales nulos para Mecp2
mantenidos en EE también presentaron un incremento en la densidad de espinas dendriticas
al ser confrastados con los animales nulos para Mecp2 mantenidos en condiciones esténdar,
sugiriendo que ciertas caracteristicas fundamentales de este modelo murino del sindrome de
Rett pueden ser prevenidas o revertidas por medio de la estimulacién ambiental. Esto concuerda
con observaciones previas que sugieren que el EE es capaz de atenuar el fenotipo neurolégico de
este modelo de sindrome de Rett (Kerr et al., 2010b; Lonetti et al., 2010). Debe sefialarse que
el aumento en la densidad de espinas dendriticas observado en los animales nulos para Mecp2
s6lo alcanz6 el nivel observado para los animales silvestres mantenidos en condiciones estidndar.
Esto sugiere que el incremento en la densidad de espinas dendriticas observado para los animales
silvestres mantenidos en enriquecimiento requiere necesariamente de Mecp2 (Figura 3.5.3). El
papel de Mecp2 en este incremento representa un tema de investigacién clave para comprender
la patogénesis del sindrome de Rett y puede ser abarcada en un futuro trabajo.

Acompafiando las observaciones realizadas en cuanto a remodelacién estructural, se encuen-
tra la facilitacién del aprendizaje espacial en el laberinto acuético de Morris mostrado por el
grupo de ratones silvestres mantenidos en EE. Tal facilitacién era conocida previamente para
tareas dependientes de hipocampo (Duffy et al., 2001) y permite, una vez més, dar validez a
nuestro protocolo de EE. Destaca la correlacién entre las modificaciones estructurales induci-
das por el EE y la facilitacién del aprendizaje espacial en los animales silvestres. Sin embargo,
sorprende que los animales nulos para Mecp2, a pesar de mostrar una densidad de espinas
dendriticas comparable a la de los animales silvestres, no tengan la capacidad de aprendizaje
de la ubicacién de la plataforma oculta. Se esperaba que estos grupos mostrasen un nivel de
aprendizaje similar, perdiéndose exclusivamente la facilitacién del aprendizaje inducido por el
EE. Sin embargo, se observé la total incapacidad de aprender esta tarea, destacando la impor-
tancia de Mecp2 para la expresion de plasticidad dependiente de la experiencia y la necesidad
de este fenémeno para el desarrollo de una capacidad cognitiva compleja como la memoria y
aprendizaje.

En relacion a la actividad transcripcional, en esta tesis se observé un incremento de los
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mensajeros de Ryr2 y Ryr3 como consecuencia de la exposicion al paradigma de EE. La regu-
lacién transcripcional de Ryr2 ha sido demostrada como dependiente de CREB (Ziviani et al.,
2011), por lo que era esperable observar un incremento en Ryr2 en un protocolo conocido por
aumentar la expresién de CREB (Williams et al., 2001) y por incrementar la activacién neuro-
nal. Sin embargo, se logré observar un incremento de 100 veces para el mARN de Ryr3 en los
animales mantenidos en enriquecimiento. Este aumento robusto puede componerse tanto por
un incremento de la actividad transcripcional como por la estabilizacién de los correspondien-
tes mensajeros. Esta tltima variable debe ser considerada en futuros trabajos. También debe
considerarse que, en el hipocampo, el nivel de mensajero para Ryr3 es significativamente menor
al nivel de mensajero para Ryr2, por lo que el incremento diferencial observado para estas iso-
formas tiene un efecto equiparador de los niveles de mensajero de ambas isoformas; esto puede
tener consecuencias neurofisiologicas relevantes y considerando que, como se menciond anterior-
mente, el enriquecimiento ha mostrado atenuar el fenotipo asociado a diferentes enfermedades
neurolégicas, resultaria relevante evaluar el rol de los canales RyR en este proceso asi como en
otros modelos de enfermedades del neurodesarrollo y de neurodegeneracién. Asi mismo, se ha
puesto en evidencia que el EE facilita e incrementa la magnitud de la potenciacién de largo
término (Cimadevilla et al., 2007), la cual puede ser consecuencia de un incremento del niimero
de espinas dendrfticas involucradas en el proceso o de un cambio en la funcionalidad de cada
espina dendriticas, los canales RyR han mosirado participar de ambos procesos. A través de la
CICR, los canales RyR han mostrado que participan en la potenciacion de largo término en el
hipocampo {Grigoryan et al., 2012). Mientras que por medio de la regulacién del miR132, se ha
mostrado su participacién en la regulacién de la formaci6n de espinas dendriticas (Lesiak et al.,
2014; Adasme et al., 2011). Ambos procesos son fisiologicamente relevantes y permiten sugerir
un rol para los canales RyR en las propiedades del EE sobre la potenciacion de largo término.
En conjunto, los resultados de esta tesis corroboran la utilidad de este paradigma para
comprender la regulacién transcripcional de genes relevantes para los fenémenos de plasticidad
sinéptica y estructural. Asi mismo, se puede plantear el uso de este paradigma para comprender
los mecanismos que subyacen patologias neurol6gicas relevantes para el ser humano. Finalmente
destaco la utilidad del enriquecimiento ambiental como paradigma para comprender los meca-
nismos por los cuales el ambiente determina cambios en la actividad transcripcional de genes,

surgiendo la neuroepigenética como un eje central.
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4.4.2. Rol del Micro ARN 132 y Supresion de P250GAP

La participacién de los canales RyR en la formacién de espinas dendriticas dependiente de
actividad ha sido previamente sugerida (Adasme et al., 2011; Lesiak et al., 2014), sin embargo,
su contribucion a la plasticidad dependiente de la experiencia no ha sido evaluada en un modelo
in vivo. Esta contribucién es importante de evaluar dado que permite establecer un vinculo
entre la epigenética y la remodelacion de circuitos neuronales. Las observaciones realizadas pa-
ra la densidad de espinas dendriticas guardan relacién con lo observado para el supresor de la
sinaptogénesis, P250GAP. En animales silvestres mantenidos en EE, el aumento de la actividad
transcripcional de Ryr3 es acompaiiado por un incremento en los niveles de miR132 y la con-
secuente supresion del regulador negativo de la sinaptogénesis, p250GAP. Ambos eventos estin
relacionados con la formacién de espinas dendriticas dependiente de actividad (Lesiak et al.,
2014; Wayman et al., 2008; Impey et al., 2010). De manera contrastante, los animales nulos
para Mecp2 mantenidos en un ambiente enriquecido, no muestran la supresién de p250GAP,
sugiriendo que la modulacién de la via Racl-PAK no ocurre, imposibilitando la formacién de
espinas dendriticas que caracteriza a la plasticidad dependiente de la experiencia. Llama la aten-
cion que los niveles de p250GAP no se encuentran alterados en los animales nulos para Mecp2
en relacién a sus hermanos silvestres, sugiriendo que p250GAP no es un blanco transcripcional
directo de Mecp2. Recientemente se ha puesto en evidencia que la activacion farmacolégica de
las Rho GTPasas permite recuperar el fenotipo de un modelo de sindrome de Rett, el raton
Mecp2-308 (De Filippis et al., 2015, 2012), sin embargo el mecanismo por el cual Mecp2 con-
tribuye a la activacién de estas GTPasas es desconocido. En este contexto destacamos nuestras
observaciones que sugieren una contribucién indirecta de Mecp2 en la regulacion de p250GAP y
que muestran la incapacidad de los animales nulos para Mecp?2 de suprimir p250GAP. Resulta
prometedor determinar si la sobreexpresién del miR132 o la supresion artificial de p250GAP
permiten recuperar la plasticidad dependiente de la experiencia en este modelo murino.

El microRNA132 participa en la formacion de espinas dendriticas en diferentes contextos
(Hansen et al., 2010; Tognini and Pizzorusso, 2012; Dhar et al., 2014), sin embargo, resulta de
sumo interés para esta tesis que uno de los ARN mensajeros blanco de este micro ARN sea
Mecp2 (Klein et al., 2007) y como tal, también fue evaluado en los animales silvestres mante-
nidos en EE. Es interesante constatar que en aquellos ratones silvestres mantenidos en EE los

niveles de mARN de Mecp?2 se encuentran disminuidos en relacién a sus hermanos mantenidos
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en condiciones estdndar, sugiriendo que la activacién del miR132 es funcional. La quinasa PAK
es un efector rio abajo de Racl y sus niveles no se vieron alterados por la manipulacion ambien-
tal, sugiriendo que las disminuciones de p250GAP y Mecp2 son especificas para estos blancos
del miR132. La disminucién de los niveles de mARN de Mecp2 sugiere una retroalimentacién
negativa de la via de activacion transcripcional de Ryr3 y representa un irea de estudio utili-
zando otros paradigmas de estimulaci6én o entrenamientos conductuales conducentes a memoria
y aprendizaje. Un trabajo reciente encontro resultados similares en cultivo de neuronas, repor-
tando que el incremento de la actividad neuronal inducida por KCl determina una disminucion
de la expresién de Mecp2 (Tropea et al., 2016), dando solidez a nuestras observaciones.

En conjunto se tiene que la estimulacion brindada por €l EE determina un incremento en
la actividad transcripcional de Ryr3. Esto es acompafiado por un incremento en los niveles de
miR132 y la consecuente disminucién de sus mARN blancos, Mecp2 y p250GAP. p250GAP
actia como un regulador negativo de la sinaptogénesis y su supresién determina un incremento
en la formacion de espinas dendriticas. Asf se encuentra un fundamento celular a la plasticidad
dependiente de la experiencia evidenciada en el incremento de espinas dendriticas observado en
los animales silvestres mantenidos en EE. Sin embargo, en ausencia de Mecp2 el enriquecimiento
ambiental no dirige el aumento transcripcional de Ryr3 ni la supresion de p250GAP, siendo Ryr3
un blanco directo y p250GAP un blanco indirecto de Mecp2. Consecuentemente, estos ratones
muestran un incremento en la densidad de espinas dendriticas, pero no muestran plasticidad
dependiente de la experiencia inducida por el EE, sugiriendo que el incremento de espinas
dendriticas que requiere necesariamente Mecp2 puede ser mediado por la via RyR-miR132-
p250GAP y su modulacién de la actividad de la via Racl-PAK de remodelacién de actina.

4.5. Memoria Espacial

4.5.1. Activacion Transcripcional y Aprendizaje en el Laberinto Acua-

tico de Morris

Datos previos del laboratorio de la Dra. Hidalgo mostraron que el entrenamiento en laberinto
acuatico de Morris incrementa los niveles de mARN de Ryr2 y Ryr3 en el hipocampo de rata.
En esta tesis se buscé validar estas observaciones en raton y evaluar la posibilidad de que exista

un cambio en la metilacion del promotor de Ryr8 asociado a este cambio ftranscripcional. Para
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esto se evaluaron los niveles de mARN de Ryr2 y Ryr3 en ratones entrenados en el laberinto
acuatico y posteriormente se utilizo el MSP para evaluar posibles cambios en la metilacién que
pudiesen asociarse al entrenamiento. Esto es posible solo al tener en cuenta la correspondencia
de los resultados observados para el MSP y la secuenciacién, segfin se sefialé previamente. Se
tiene asi, una técnica de bajo costo y bajo tiempo de realizacién que permite la evaluacion de la
metilacién del promotor de Ryr# en animales entrenados. Conductualmente se pudo observar un
aprendizaje robusto y sostenido desde el tercer dia de entrenamiento, puesto en evidencia por la
disminucién de la latencia de escape a través de los dias y por los cambios en las trayectorias desde
exploracion circular a lineas directas a la plataforma. En conjunto, estas observaciones permiten
corroborar la efectividad del protocolo de entrenamiento en el aprendizaje de la ubicacién de
1a plataforma. En adicién, en el trabajo de Adasme y colaboradores (2011) se utilizé un grupo
experimental que fue sometido al entrenamiento pero cuya plataforma oculta fue cambiada de
ubicacion durante el transcurso del mismo, dejindose en evidencia la necesidad del aprendizaje
espacial para incrementar la actividad transcripcional de Ryr2 y Ryr3, descartdndose asf el
efecto del nado y estrés como posibles agentes activadores. Tomando esto como base se decidié
utilizar animales silvestres en condiciones estdndar como controles.

Los mensajeros de Ryr2 y Ryr3 fueron evaluados considerando los mismos normalizadores
utilizados para el EE y a pesar de que las magnitudes del incremento no alcanzan los valores
observados para enriquecimiento ambiental, se pudo observar un incremento significativo en los

mensajeros de ambos isotipos. La diferencia entre las magnitudes alcanzadas en cuanto a niveles

de mensajeros en enriquecimiento ambiental y en los animales entrenados puede recaer en el
nivel de activacién neuronal que estos protocolos conllevan. El enriquecimiento mantiene una
activacién robusta y sostenida durante las 5 semanas de exposicién, mientras que el entrenamien-

to es temporalmente puntual y asociado a un aprendizaje concreto. Los resultados obtenidos

permiten corroborar y extender las observaciones realizadas en rata a un nuevo modelo murino
v permiten sugerir que la activacion transcripcional de Ryr2 y Ryr3 como parte del proceso de
memoria y aprendizaje es conservado entre estas especies. Posteriormente se buscé determinar
si cambios en la metilacién del promotor de Ryr3 pueden asociarse al incremento transcripcional
observado en los animales entrenados en el laberinto acuitico de manera similar a lo observado
para EE. Se observé una marcada tendencia a incrementar el producto del MSP cuando el ADN

provino de los hipocampos de animales entrenados en comparacién a los hermanos silvestres
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que no fueron entrenados. Esto fue corroborado para los diferentes animales entrenados y como
comparacion grupal de cada condicién en estudio, sugiriendo que el aprendizaje espacial puede
dar origen a un incremento en la metilacién del promotor de Ryr3. Estos resultados permiten
proyectar el mecanismo transcripcional planteado para €l EE a un proceso cognitivo complejo
como el aprendizaje de la ubicacién de la plataforma oculta.

Los animales silvestres mantenidos en condiciones estdndar mostraron una disminucién de
las latencias de escape registradas durante el transcurso del entrenamiento, sugiriendo el apren-
dizaje de la ubicacion de la plataforma oculta. Asi mismo, se logro observar el efecto facilitador
del EE sobre el aprendizaje espacial, representado por una disminucién en la latencia de escape
del segundo dia de entrenamiento en comparacién a los animales silvestres mantenidos en con-
diciones estandar. Distinguir esta diferencia resultaba de importancia, dado que los resultados
mostrados por la densidad de espinas dendriticas sugeria que los animales nulos para Mecp2
mantenidos en EE mostrarian una curva de aprendizaje similar a la de los animales silvestres
mantenidos en condiciones estindar, perdiendo exclusivamente la facilitacién inducida por el
EE. Sin embargo, se observd su incapacidad total de mostrar aprendizaje de la ubicacién de la
plataforma oculta. Para descartar el efecto de las alteraciones motoras caracteristica de los ani-
males nulos para Mecp2, se realizé una prueba con una plataforma visible una vez finalizado el
entrenamiento, observindose que los ratones nulos para Mecp2 mantenidos en enriquecimiento
ambiental cuentan con la capacidad motora suficiente para alcanzar la plataforma en un tiempo
similar a los animales silvestres. Esta prueba descarta factores motores como causa de la falta
de aprendizaje. En conjunto estos resultados sugieren un rol fundamental para Mecp2 en la
funcién hipocampal y memoria espacial, en particular en relacién a la plasticidad dependiente
de la experiencia, tanto a nivel estructural, como funcional.

En conjunto, se destaca la relacion entre los cambios transcripcionales de Ryr & y los procesos
de plasticidad estructural inducida por el EE. Estas observaciones cobran relevancia al evaluar la
memoria espacial como una medida de funcionalidad hipocampal. Asf se tiene que la modulacién
transcripcional de Ryr3, dirigida por el cambio en la metilacién, puede asociarse a la supresion
de un regulador negativo de la sinaptogénesis, p250GAP, favoreciendo la formacién de espinas
dendriticas en los animales silvestres mantenidos en enriquecimiento ambiental y facilitando el
aprendizaje de una tarea de aprendizaje espacial. En ausencia de Mecp2, existe una carencia de

regulacion transcripcional de Ryr3 y de p250GAP, imposibilitandose la plasticidad estructural
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dependiente de la experiencia e impactando negativamente en la funcién hipocampal evaluada

en esta prueba de memoria espacial.

4.6. Integracion de Resultados

Esta tesis tuvo por objetivo fundamental comprender la regulacién transcripcional de Ryr3,
en particular en cuanto a la respuesta transcripcional inducida por claves ambientales. Los datos
bibliograficos existentes sustentaron la propuesta de una regulacién transcripcional dependiente
de cambios en la metilacién del promotor del gen que codifica para Ryr3 y de la consecuente
interaccién de la proteina de unién a citosinas metiladas, Mecp2. Sin embargo, es imposible
conocer a priori el efecto neto de la metilacién de una citosina sobre la actividad transeripcional
de un gen particular. Los efectos del cambio de la metilacion pueden ser miiltiples y Mecp2
es reconocido por presentar actividad dual sobre sus genes blanco, siendo capaz de activar
o reprimir la actividad transcripcional (Chahrour et al., 2008). Es por esto que es necesario
un estudio acabado de cada gen blanco de manera independiente y para las condiciones que
resulten de interés para el investigador. El paradigma de estudio escogido presenta caracteristicas
particulares, las cuales han sido descritas a lo largo de esta tesis. Sin embargo, el EE se utilizé en
esta, tesis como centro de la biisqueda de genes blanco de modificaciones epigenéticas a través de
las cuales el ambiente puede alcanzar un impacto en la funcionalidad siniptica. Esto representa
un drea de constante bisqueda en el campo de la neuroepigenética y hacen que este trabajo sea
sumamente interesante en el contexto amplio de la neurociencia.

Fl conjunte de resultados obtenidos permiten asociar una condicién ambiental conocida por
dar origen a plasticidad sinsptica dependiente de la experiencia con un incremento en la ac-
tividad transcripcional de Ryr3. Este incremento fue observado exclusivamente en hipocampo,
mientras que las cortezas y cerebelos de los mismos animales no mostraron cambios en la activi-
dad transcripcional. Asi mismo, utilizando dos técnicas complementarias, se pudo determinar la
existencia de un incremento en la metilacién del promotor de Ryr 8 en el hipocampo, sugiriendo
que la estimulacién ambijental permite conservar el nivel de metilacién observado para animales
juveniles (p21) en animales adultos de 8 semanas. Tal como se observé para la actividad trans-
cripcional, el cambio en la metilacién no fue observado ni en corteza ni en cerebelo, por lo que
tanto el cambio en la actividad transcripcional como el incremento en la metilacién se observa-

ron especificamente en el hipocampo, destacando la relacion entre la metilacién del promotor y
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la actividad transcripcional de RyR3.
Debido a la actividad dual de Mecp2, el conocer que existe un incremento de la actividad
transcripcional de Ryr3 que es acompafiado con un incremento en la metilacién del promotor de

RyR3 no permite asumir @ priori cuil es el rol de Mecp2 como regulador transcripcional de Ryr3.

Asi, se procedi6 a utilizar el modelo nulo para Mecp2, lo que permiti6 una primera aproximacion
a la regulacién transcripcional de Ryr3. Se observé una disminucién del mensajero de Ryr3 en
los animales nulos para Mecp2, sugiriendo que Mecp2 se requiere necesariamente para alcanzar
los niveles basales de actividad transcripcional de Ryr3. En cuanto a Ryr2, cuya actividad
transcripcional esta dirigida por CREB, no se observé una disminucién en comparacién a los
animales silvestres, validando el uso de este modelo para el estudio de la regulacién de Ryr3.
El rol de Mecp2 como activador transcripcional de Ryr3 gané relevancia al observar que en
ausencia de Mecp2 el EE no determina la activacién transcripcional de Ryr3.

Con esto en mente, validar la funcién de Mecp2 como activador transcripcional requiere
demostrar la interaccién directa de Mecp2 con el promotor de Ryr3 y determinar de qué manera
se ve ésta interaccién modificada por el EE. Con éste fin se procedio a evaluar la interaccion
directa de Mecp2 con el promotor de Ryr8 haciendo uso de la inmunoprecipitaciéon de cromatina.
Se pudo observar, que existe interaccion en condicién basal y que esta interaccion incrementa en
los animales que son expuestos a EE, lo cual respalda la idea que Mecp2 actia como activador
transcripcional de Ryr3.

Para, contribuir a comprender como una regulacion epigenética puede contribuir a la remode-

i
lacién de circuitos y finalmente a la conducta, se evalué un mecanismo previamente caracterizado
in vitro por el cual los canales RyR han mostrado contribuir a la formacion de espinas dendriti-
cas. Asi se determiné que la regulacion transcripcional observada para Ryr3 en animales silves- |
tres mantenidos en EE estd asociada con el incremento del miR132 y la consecuente supresion i
del regulador negativo de la sinaptogénesis, p250GAP. Estos resultados guardan relacién con lo |
observado en la cuantificacién de espinas dendriticas en el drea CAl del hipocampo, donde se }
observé un incremento en la densidad de espinas dendriticas, dando cuenta de la plasticidad es- i
tructural dependiente de la experiencia inducida por el EE. En contraste, en ausencia de Mecp2, i
la regulacién transcripcional de Ryr3 se ve mermada, al igual que la supresién de p250GAP,

determinando la pérdida de la plasticidad dependiente de la experiencia. Esta pérdida queda

expuesta en la diferencia de densidad de espinas dendriticas al comparar los ratones silvestres y
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Figura 4.6.1: Esquema de resumen de resultados: Se representan las diferentes observaciones
realizadas a lo largo de esta tesis para los ratones silvestres mantenidos en enriquecimiento (WT-
EE). Se destacan las alteraciones observadas en los ratones nulos para Mecp2 en relacién a los
ratones silvestres.

nulos para Mecp2 mantenidos en EE, dando cuenta de un mecanismo de formacién de espinas
dendriticas de manera experiencia-dependiente que requiere necesariamente de Mecp2.

La pérdida de la plasticidad dependiente de la experiencia podria ser funcionalmente irre-
levante, por esto se decidi6 evaluar la memoria espacial como una medida de la funcionalidad
hipocampal. Se observé que el enriquecimiento ambiental facilita el aprendizaje espacial en
ratones silvestres, mientras que los animales nulos para Mecp2 fueron incapaces de mostrar
aprendizaje. Estos resultados destacan la relevancia funcional de la plasticidad dependiente de
la experiencia y, en particular, la importancia de Mecp2 para traducir la estimulacién ambiental
en un fenémeno cognitivamente relevante.

Una vez establecido el mecanismo de regulacién transcripcional de Ryr3 dirigido por cambios
en la metilacién de su promotor, se procedi6 a evaluar si puede este mecanismo estar asociado
a una tarea de aprendizaje espacial. El entrenamiento en el laberinto acuético de Morris de-
terminé un incremento en la actividad transcripcional de Ryr2 y Ryr3, permitiendo extender
observaciones previas realizadas en rata a este modelo murino. Es interesante, que tal como se
observo en el EE, el entrenamiento determiné un incremento en la metilacién del promotor de
Ryr3, lo que sugiere que el mecanismo planteado como activador transcripcional de Ryr3 en EE,
puede formar parte de las modificaciones necesarias para sostener procesos cognitivos complejos
como la memoria y el aprendizaje.

En conjunto, los resultados sugieren que Mecp2 es necesario para alcanzar los niveles basa-
les de mARN de Ryr3 y para lograr incrementar su actividad transcripcional por medio de un

paradigma inductor de plasticidad dependiente de la experiencia. Esta regulacion es especifica
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para hipocampo y los cambios en la metilacién que sustentan la interaccién de Mecp2 fueron
exclusivos de esta region. El incremento transcripcional de Ryr3 fue acompaiiado de un incre-
mento en el miR132 y las supresién de sus mARN blancos, Mecp2 y p250GAP. Los efectos de
estas supresiones guardan relacién con una posible retroalimentacion negativa de la activacién
de Ryr3 y con la formacién de espinas dendriticas. Consecuentemente se determiné que la su-
presion de p250GAP es acompafiada por un incremento en la densidad de espinas dendriticas
en hipocampo, facilitdndose el aprendizaje en una prueba de memoria espacial. En adicién se
pudo observar un incremento en la metilacién como producto del entrenamiento en el laberinto
acuatico de Morris, que es a su vez acompafado por un incremento en los niveles de mARN de
Ryr3. Estos resultados permiten progresar en entender los mecanismos que permiten la plas-
ticidad dependiente de la experiencia y la posible contribucién de este mecanismo en procesos
cognitivos complejos (Figura 4.6.1).

Revelar como cambios de la actividad neuronal conducen a cambios plasticos, corresponde a
la base para comprender los procesos cognitivos complejos. El creciente niimero de trabajos de
escala genémica, han mostrado el grado de complejidad que escoden los patrones de modifica-
ciones epigenéticas y los alcances funcionales que estos pueden tener. Sin embargo, trabajos de
pequefia escala son necesarios para desentrafiar los mecanismos especificos de genes de interés y
sus modificaciones en diferentes condiciones. Asi, los resultados de esta tesis son un aporte a este
campo de la investigacién situando a la epigenética como un punto de interseccién, permitiendo
comprender como modificaciones del ambiente originan cambios neuronales con el potencial de

determinar modificaciones a nivel estructural y sinaptico.
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