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RESUMEN

En las sinapsis glutamatérgicas entre CA3 y CA1 del hipocampo, la transmisién sindptica
basal depende principalmente de los receptores glutamatérgicos de tipo AMPA (AMPARs). Para
ia induccién de plasticidad sindptica, particularmente la potenciaéién de larga duracidén (LTP),
&5 necesaria la activacidn de los receptores de tipo NMDA (NMDARs) vy la proteina quinasa
dependiente de Ca®*/calmodulina (CaMKN). Cambios en la abundancia, composicién o niveles
de fosforilacidn de algunos de estos elementos o incluso alteraciones en la Interaccion CaMKII-
NMDAR pueden afectar desde |a transmisidn sindptica y sus propiedades plasticas, hasta
procesos cognitivos como el aprendizaje o formacién de memorias. CaMKIIN es un inhibidor
especifico de CaMKIl que estd presente en las mismas células cerebrales que dicha quinasa y
cuya expresion es regulada durante ciertos protocolos de aprendizaje. En esta tesis quisimos
investigar los efectos de CaMKIIN sobre los receptores glutamatérgicos y la CaMKIl presentes
en las sinapsis hipocampales, y ademas, intentar establecer si existe una relacidn entre fa
induccidn de LTP y ia expresién de esta proteina. La aplicacién transitoria de un péptido
derivado de CaMKIIN sobre rebanadas agudas de hipocampo produjo una disminucidn
especifica de la subunidad GluAl de los AMPARs, de la subunidad GluN1 de los NMDARs y de la
fosforilacion del sitio T286 de CaMKll, ademds de un aumento relativo de la subunidad GluN2B
del NMDAR en los sinaptoneurosomas de estas rebanadas. Por otra parte, la induccidn de LTP
por medios quimicos en rebanadas organotipicas hipocampales produjo un aumento en la
cantidad de CaMKIIN presente en la fraccion de membranas siné;pticas. Nuestros resultados
ademds indican que CaMKIIN seria una proteina de mayor pesoj molecular al originalmente

descrito, y que estaria presente en las sinapsis en condiciones basales de actividad sindptica.




ABSTRACT

At glutamatergic synapses between hippocampal CA3 and CAl, basal synaptic
transmission depends mainly on glutamatergic AMPA receptors (AMPARs). For the induction of
synaptic plasticity, particularly long-term potentiation (LTP), activation of NMDA receptors
{NMDARSs) and Ca*'/calmodulin-dependent {CaMKII) protein kinase is required. Changes in the
abundance, composition or phosphorylation levels of these elements or alterations in the
CaMKII-NMDAR binding may affect synaptic transmission and its plastic properties, as well as
cognitive processes as learning and memory. CaMKIIN is a specific CaMKIl inhibitor which is
present in the same brain cells as the kinase and its expression is regulated during certain
learning protocols. In this thesis we aimed to investigate the effects of CaMKIIN on
glutamatergic receptors and CaMKI! present at hippocampal synapses. Additionally, we
evaluated a possible link between LTP induction and the expression of this protein. The
transient application of a peptide derived of CaMKIIN on acute hippocampal slices produced a
specific decrease of the GluAl subunit of the AMPARSs, of the GluN1 subunit of the NMDARs
and of the phosphorylation of the T286 site of synaptic CaMKIl, as well as an increase of the
proportion of GIuN2B subunit of the NMDARs in the synaptoneurosomes of these slices. These
resuits are consistent with the reported electrophysiological effects of this peptide.
Remarkably, LTP induction by a chemical protacol in organotypic hippocampal slices produced
an increase in the amount of CaMKIIN present in the membrane fraction. As an additional
observation, our results indicate that CaMKIIN could be a larger protein than it was originally

described and that it is present in the synapse under basal conditions of synaptic activity.

xi




INTRODUCCION

En las sinapsis glutamatérgicas de la regién CA1 del hipocampo, situadas mayormente
en las espinas dendriticas, los principaies mediadores de la transmision sinaptica son los
receptores de AMPA y NMDA (AMPARs y NMDARs, respectivamente). Estos receptores, junto a
otra gran cantidad de proteinas, se ubican en una especializacién citoesquelética de la espina
denominada densidad postsindptica {DPS). Los cambios ya sea en la composicidn {tipos de
subunidades), cantidad, estado de fosforilacién y/o conductancia de estos canales se han
asociado a fendmenos plisticos observados en procesos cognitivos, como la formacidn de
memorias o e} aprendizaje {Lee y cols., 2003; Rumpel y cols., 2005; Withlock y cols. 2006;

Derkach y cols., 2007 y Kessels y Malinow, 2009).

Uno de los fendmenos plasticos mas estudiados es la potenciacion de largo plazo (LTP)
dependiente de NMDAR. la induccién de este fenémeno, a través de una estimulacién
presindptica de alta frecuencia (por ejemplo, 100Hz) produce el ingreso de Na’ a través de
AMPARs que causa una despolarizacién que remueve el bloquec por Mg™ de los NMDARs
activados por el glutamato liberado desde el terminal presinaptico, permitiendo el ingreso de
Ca® ala célula. El Ca®, unido a la proteina calmodulina, activa 2 la quinasa dependiente de
Ca*fealmodulina (CaMKIi). Tanto la activacién de CaMKIl come su autofosforilacién en la
treonina 286 (sitio T286, ver mas adelante) son esenciales para la LTP {Malinow y cols., 1989;
Giese y cols., 1998). De esta forma, se produce un aumento en la transmision sindptica que es

estable y que perdura en el tiempo.




Interesantemente, los cambios en la actividad neuronal, ya sean aumentos o
disminucion de ésta, también se ven constantemente enfrentados a fendmenos de plosticidad
homeostética, bajo los cuales el sistema es capaz de volver a sus niveles basales de actividad y

mantenerse alejado de los rangos de saturacién (Turrigiano y cols., 2004, 2012).

Es asi como podemos ver que existen numerosos elementos y modificaciones
moleculares esenciales para los procesos plasticos que gobiernan la actividad sinaptica, y las
madificaciones que se puedan presentar en ellos pueden tener efectos significativos en estos

procesos.

Proteina quinasa dependiente de Caz*[calmodulina {CaMKIl)

CaMKll es una serina/treonina quinasa, compuesta de 12 subunidades, cada subunidad
posee un dominio catalitico y uno autoinhibitorio, que al haber bajos niveles de Ca** enla
céluta se encuentran asociados. La unién de Ca®*/calmodulina a una subunidad permite Ia
disociacién de ambos dominios, exponiéndose el sitio activo y ademas, el sitio T286, ubicado en
el dominio autoinhibitorio. La fosforilacién de T286 por una subunidad vecina activa impide la
reasociacion de los dominios autoinhibitorio y catalitico, otorgando a la quinasa una actividad
catalitica auténoma independiente de los niveles de calcio de 1a célula. Interesantemente, en la
region sinaptica existen fosfatasas capaces de desfosforilar este sitio, como la proteina
fosfatasa 1 (PP1), pero la interaccidon de CaMKIl activa con la subunidad GIuN2B del receptor
de NMDA en la sinapsis (ver mds adelante) impiden el acceso de la fosfatasa al sitio T286,
prolongandose de esta forma su actividad auténoma (Lisman y Zhabotinsky, 2001; Mullasseril y

cols., 2007; Cheriyan y cols., 2011).




En condiciones bhasales de Ca”* en la célula postsindptica, CaMKll se encuentra
mayormente ligada al citoesqueleto de F-Actina, por lo tanto, distribuida en el cuerpe de la
espina (Okamoto y cols., 2007). La activacion de la enzima por aumento de Ca”, permite Ia
disociacion del citoesqueleto y la migracion de CaMKIl a la DPS; asi, su traslado hacia sitios
sindpticos es dependiente de actividad sinaptica (Bayer y cols., 2006). Cabe mencionar gue en
condiciones basales de actividad también existe una fraccién de CaMKIi presente en la DPS,

unida al receptor de NMDA.

Receptores glutamatérgicos NMDAR y AMPAR

Los AMPARs y NMDARs son tetrdmeros permeables a Na’, K y, en el caso de los
NMDARs, Ca®*. Las subunidades de los AMPARs se denominan GluA1-4 (antes llamadas GluR1-
4), siendo predominantes las conformaciones GluA2/GluAl y GluA2/GIuA3 en el hipocampo. En
el caso de los NMDARs, las subunidades se denominan GiuN1-4 (antes llamadas NR1-4), y en el
hipocampo todas sus conformaciones contienen 2 subunidades GluN1, asociadas a 2

subunidades GluN2B, é 2 subunidades GIuN2ZA, o una de cada tipo.

La incorporacién de AMPARSs a la sinapsis consta de varios pasos {revisado en Malinow
y Malenka, 2002; Opazo y Choquet 2011). Primero se fusionan vesiculas citosdlicas que
contienen los receptores en la regidn extrasindptica de {a espina dendritica, desde alli difunden
pudiendo atravesar la sinapsis, sin quedar necesariamente anclados en ésta (Derkach y cols,,
2007; Ehlers y cols., 2007; Heine y cols., 2008). En una segunda etapa, dependiente de
actividad sindptica, la activacion de los NMDARs y el consiguiente aumento de Ca*" inducen el

confinamiento de AMPARs en la sinapsis (Malenka y Bear, 2004; Makino y Malinow, 2009). Este




confinamiento requiere la activacion de CaMKll y depende de la fosforilacidn de stargazina,
subunidad auxiliar de los AMPARSs, perteneciente a la familia de proteinas de transmembrana
reguladoras de AMPARs {TARPs; Opazo y cols., 2010). la induccidn de LTP inicialmente
promueve la rapida incorporacién de AMPARs que no contienen GluA2 (posiblemente
homomeros de GluAl) a la sinapsis, siendo intercambiados posteriormente (alrededor de 25
minutos) por AMPARs que contienen GluA2 (Plant y cols., 2006}. La ausencia de la subunidad
GluA2 permite que los AMPARs sean permeables a Ca®, por lo que este aumento transitorio de

AMPARSs sin GIuA2 podria ser esencial para la induccién de LTP (Man, 2011).

El dominio intracelular de GluA1l contiene sitios de fosforilacion que regulan la fraccion
de tiempo abierto, conductancia, trifico y localizacion de los AMPARs (Derkach y cols., 2007}, y
que incluso estan implicados en el aprendizaje y la plasticidad sindptica (Whitlock vy cols., 2006;
Lee y cols., 2003). Uno de ellos es la sering 831 {$831), sustrato de CaMK!l {Barria y cols. 1997),
cuya fosforilacion aumenta la conductancia promedio tantc de los homdmeros de GluAl
{Derkach y cols.,, 1999) como de los heterémeros GluAl/GluA2 unidos a TARPs, como

stargazina o y8 (Kristensen y cols., 2011).

En cuanto a los NMDARs, se ha observado que la relacién entre las subunidades
GluN2A y GluN2B en la sinapsis varia a lo largo del desarrollo, siendo alta la expresion de
GluN2B en etapas prenatales para luego ir disminuyendo, mientras que GluN2A se expresa
desde los primeros dias del periodo postnatal, con un aumento gradual posterior {Monyer y
cols.,, 1994, Petralia y cols., 2005). La razén entre la cantidad de las subunidades GIuN2A y

GiuN2B sindpticas se ha relacionado con la capacidad de inducir LTP, lo cual podria estar




asociado a las distintas permeabilidades a Ca® que ambas subunidades presentan {Yashiro y

Philpot, 2008; Shipton y Paulsen, 2013).

CaMKIl y receptores glutamatérgicos en la DPS.

En la DPS, CaMKIl activa se puede asociar 2 la subunidad GIuN2B del NMDAR,
interaccién muy importante para procesos de plasticidad sindptica y aprendizaje (Sanhueza y
cqls., 2011; Zhou y cols., 2007). Ademas, esta interaccién también impide la reasociacion de los
dominios autoinhibitorio vy catalitico, lo que mantiene a la quinasa en un estado active
auténomo (Lecnard y cols,, 1999). Si bien la fosforilacién en el sitio T286 de CaMKil no es

necesaria para la unién de Ia quinasa a GluN2B, si estabiliza dicha interaccién (Shen y Meyer,

1999; Shen y cols., 2000).

La interaccion CaMKII-GIuN28 se observa en condiciones basales de actividad en fa
sinapsis, y su cantidad aumenta al inducir LTP {Leonard y cols., 1999). Ademds, en ratones
transgénicos eh los que se ha logrado modular o impedir {a interaccion entre GluN2B y CaMKiIl,
se ha visto una alteracion tanto de la induccion de la LTP como de fa memoria (Barria y

Malinow, 2005; Zhou y cols., 2007; Halt y cols., 2012).

CaMKIl posee otros sitios de interaccion con diversas proteinas de la DPS (Merrill y
cols,, 2005} por lo que ademas de la funcién quinasa, podria estar cumpliendo un rol
estructural en la DPS que seria esencial para la LTP (revisado en Lisman y cols., 2012; Sanhueza
y lisman, 2013). En esta regién CaMKIll formaria un complejo proteico, con asociaciones

directas con NMDARs e indirectas con AMPARs, estas ultimas a través de la interaccién entre




TARPs y proteinas de andamiaje como PSD-95 {Schnell y cols., 2002; Bats y cols., 2007; Lisman,
y Zhabotinsky, 2001). Esto favoreceria su accidn catalitica localizada, por ejemplo sobre el sitio
$831 de las subunidades GluAl cercanas, promoviendo los aumentos de conductancia del
canal, o bien mediante la fosforilacién de stargazina, que favorece el anclaje de los receptores

{Opazo y cols., 2010; Tomita y cols., 2005).

CaMKIN, inhibidor natural de CaMKIl

En células cerebrales que expresan CaMK!l se ha encontrade un inhibidor enddgeno
de esta quinasa, denominado CaMKIIN. Este inhibidor acttia sobre CaMKIl pero no sobre
CaMKI, CaMKiV, PKA o PKC {Chang y cols., 1998; Chang y cols., 2001), uniéndose a subunidades
activas de la quinasa en la misma regidn de interaccién con GluN2B. CaMKIIN inhibe tanto la
actividad dependiente de Ca* como la actividad auténoma de CaMKIl {Chang y cols., 2001).
Ademas, inhibe la formacidn del complejo CaMKII-NMDAR inducida por actividad a través de
una interaccién con CaMKIl en la misma regién en que la quinasa interactiia con GluN2B (Vesty

cols., 2007).

En los primeros trabajos descriptivos de la proteina del grupo de Chang y cols. {1998,
2001) se reportan dos isoformas de CaMKIIN derivadas a partir de la secuencia de cDNA
encontrada: CaMKIIN1 {también {lamada CaMKIIN-B) y CaMKIIN2 (CaMKIIN-a), de 79 y 78
aminoacidos respectivamente (Figura I). A partir de la secuencia inhibitoria de 27 aminoécidos
descrita en estos trabajos se desarrollé un anticuerpo con el que se pudo obtener una banda
de 8kDa que se atribuyé al peso molecular de la proteina. Con este anticuerpo también se pudo

determinar que CaMKIIN se expresa en la mayoria de las regiones cerebrales y testiculos.




En cultivos hipocampales de rata, bajo condiciones basales de actividad sinaptica se
reportd la presencia de CaMKIIN en regiones dendriticas, pero no en espinas (Chang y cols.,
2001). Sin embargo, en trabajos posteriores desarrotlados por el grupo de Saha y cals., (2006,
2007), mediante el uso de un anticuerpo cuyo inmundgeno es la secuencia completa de
CaMKIIN-a {Figura 1) se reportd el hallazge de una proteina de alrededor de 30kDa en
preparaciones de sinaptoneurosomas {que contiene las regiones pre y postsindpticas de las
sinapsis) y en densidades postsinapticas de ratén. Esto sugiere la existencia de isoformas de la

proteina todavia no descritas.

Las diferencias mencionadas en cuanto a las caracteristicas de CaMKIIN podrian tener
relacién con el hecho de que todos los grupos que han realizado trabajos sobre esta proteina
(Radwariska y cols., 2010; Chang y cols., 1998; Saha y cols., 2006) han utilizado anticuerpos
distintos, basados en diferentes epitopes. Adicionalmente, de los anticuerpos que existen
actualmente en el mercado, hay uno que ha sido probado y utilizado exitosamente en una
publicacién (Radwaiiska y cols., 2010) mientras que en atra publicacién mas reciente se utiliza
otro anticuerpo en donde se muestra una banda, pero sorprendentemente no se especifica un

peso molecular {Convertini y cols., 2014).

CaMKIIN se expresa fuertemente en el hipocampo, y se ha visto que los niveles de
mRNA (para la isoforma a} y de proteina (para la isoforma B} aumentan en los primeros 30
minutos luego del aprendizaje por novedad ¢ condicionamiento del miedo, tanto en el
hipocampo como en otras regiones del cerebro involucradas en estos tipos de aprendizaje

{Lepicard v cols., 2006; Radwariska y caols., 2010). Sin embargo, este aumento seria temporal,




puesto que se ha visto que luego de 6 horas la cantidad de la proteina CaMKIIN2 retorna a sus

niveles basales (Radwariska y cols., 2010).
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Figura 1. Secuencias aminoacidicas y alineamientos de CaMKIIN.

A) Secuencias aminoacidicas de CaMKIIN1 (identificador UniProt: CK2N1) y CaMKIIN2
(Identificador UniProt: CK2N2) en distintas especies. El nimero a la derecha de cada secuencia
representa la cantidad total de aminoacidos de la proteina. Se destaca en un recuadro la
secuencia aminoacidica utilizada para disefiar el anticuerpo de la publicacidn yfo compaiiia
mencionada bajo el recuadro. B) Alineamiento de las isoformas a v B de CaMKIIN de ratén. Los
simbolos hajo los aminodcidos de cada alineamiento representan un residuo tinico
completamente conservado {*), un residuo conservado con gran similitud entre sus
propiedades {:) o un residuo conservado con baja similitud entre sus propiedades (.}. {C)
Alineamiento de CaMKIIN-B de distintas aspecies. Se observa un alto grado de identidad
aminoacidica para las isoformas de las especies mencionadas.

A partir de la regién inhibitoria de CaMKIN se han generado péptidos sintéticos
(“péptidos CN"} que mantienen la méxima potencia inhibitoria {Chang y cols., 1998). A estos
péptidos se han adicionado secuencias aminoacidicas {Ej., Antennapedia, Tat) que permiten su

internalizacion a las células {Vest y cols. 2007).




La aplicacion transitoria de péptidos CN {Ant-CN27 o Tat-CN21) produce una
disminucién persistente de la transmisién sindptica en la regién CAl del hipocampo (Figura
2(A); Sanhueza y cals., 2007; 2011). Mds aun, este tratamiento facilita la posterior induccion de
LTP, incluso en una via previamente potenciada hasta la saturacién {Figura 3; Sanhueza y cols.,
2011). Una interpretacién de estos resultados es que los péptidos estén revirtiendo procesos
de LTP pre-existentes en la rebanada y también los inducidos experimentaimente. Una
interpretacion alternativa es que se esté produciendo un proceso de plasticidad homeostética
global que tienda a compensar los cambios inducidos por actividad (Turrigiano y cols., 2004,
2012). En cualquiera de estos casos la expresion de CaMKIIN mantendria el rango dinémico de

la transmision y la LTP fuera de la saturacion, permitiendo una recuperacién del sistema.

Por otro {ado, se ha mostrado que tanto CaMKIIN comao los péptidos CN interfieren con
la formacién del complejo CaMKII/GIuN2B in vitro (Vest y cols., 2007), y notablemente
producen una disminucidn de la cantidad basal del complejo en las mismas rebanadas en las

que se observé fa depresién sindptica. {Figura 2 {B), Sanhueza y cols., 2011).
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Figura 2. Tat-CN21 disminuye la transmisién sindptica basal y la cantidad de CaMKIl unida al
NMDAR.

{A} Registro de campo que muestra los efectos de la aplicacién transitoria de tat-CN21 (20 pM;
4} sobre la trasmisidn basal en rebanadas de hipocampo (conexiones CA3-CA1), comparado con
la aplicacién de un péptido control tat-SCR {A). {B) En las mismas rebanadas de {A), la co-
inmunoprecipitacién de CaMKIl muestra una menor cantidad de ésta enzima unida a GluN2B y
a GluNd1. (Sanhueza y cols., 2011).
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Figura 3. El tratamiento con Tat-CN21 permite inducir una LTP mayor.
Luego del tratamiento con tat-CN21, es posible inducir una LTP mayor que Ia observada luego
del tratamiento con el péptido control tat-SCR. {Sanhueza y cols., 2011).

De esta forma, resuita necesario estudiar los efectos del tratamiento con estos
péptidos sobre los elementos moleculares esenciales en la transmisién sindaptica. Una

posibilidad es que los efectos fisiolégicos de los péptidos CN se deban a un bloqueo de la
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accién enzimatica de CaMKll sobre sus diferentes sustratos sindpticos {sitio T286 de la enzima,
sitio 5831 de GluAl, sitio de fosforilacidn de stargazina, etc.). Por otra parte, 1a componente
persistente del efecto podria deberse a la desestabilizacién de complejos estructurales en la
DPS que incluyan sitios de anclaje de los AMPAR, mediante la disrupcién no reversible de la

interaccion de la quinasa con el NMDAR.

En el cerebro intacto, los aumentos transitorios (30 a 60 mins.) de CaMKIIN después del
aprendizaje {Radwanska y cols,, 2010) podrian mediar un reajuste (global o local) de la
eficiencia sindptica y una recuperacion de las propiedades plésticas de las sinapsis.
Considerando la temporalidad de este fendmeno, resulta factible considerar que la expresién
de CaMKIIN produzca moedificaciones rdpidas y transitorias en cantidades y/o fosforifaciones de
proteinas directamente implicadas en la transmisién y plasticidad. Dentro de esto, los
receptores glutamatérgicos y CaMKIl son los principales candidatos para manifestar estos
efectos. Asi mismo, resulta natural considerar que una proteina expresada luego del

aprendizaje pueda tener relacién directa con procesos de LTP en el hipocampo.
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HIPOTESIS

El aumento transitorio de CaMKiIN provoca cambios en los niveles de CaMKIl en la sinapsis,
maodificando la cantidad y compaosicidn de los receptores glutamatérgicos, en concordancia con
la depresidn sinaptica y la facilitacion de la LTP descritas. Este aumento de CaMKIIN se produce

después de inducir LTP.

OBIJETIVO GENERAL

Investigar los efectos del aumento transitorio de la proteina CaMKIIN sobre el enriquecimiento
sindptico de distintas subunidades de AMPARs y NMDARSs, y sobre la abundancia y estado de
fosforilacion de CaMKIl sindptica. Determinar si se producen cambios en los niveles de CaMKIIN

luego de la induccidn de LTP en el hipocampo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar si el péptido Tat-CN21 derivado de CaMKIIN modifica, en la sinapsis:
a.- La cantidad total de CaMKll y su fosforilacion en T286.
b.-Los niveles totales de GluA1 total y GluA2 de los AMPAR.
c.- Lo cantidad total de NMDAR, o través de cunntificaciones de la subunidand GIuN1.

d.- La relacion GluN2A/GIluN2B de los NMDARs.

2. Determinar si hay cambios en los niveles de expresién de CaMKIIN Iuego de la induccién

guimica de LTP (cLTP} dependiente de NMDAR en cultivo de rebanadas de hipocampo.




MATERIALES Y METODOS

Para el primer objetivo se realizaron cuantificaciones de las subunidades de los
receptores y de CaMKIl en sinaptoneurosomas obtenidos de rebanadas de hipocampo
incubadas con Tat-CN21. Se utilizéd como control un péptido llamado tat-SCR, el cual posee la
misma secuencia aminoacidica de CN21 pero desordenada, por lo que no mantiene ninguno de

los efectos de tat-CN21.

Para el segundo objetivo se realizaron cuantificaciones del inhibidor CaMKIIN en
distintas fracciones subcelulares, obtenidas a partir de rebanadas de hipocampo en cultivo, en
los cuales se indujo una LTP quimica (cLTP). Para esto se utilizd el anticuerpo utilizado en el
trabajo de Radwariska y cols. {2010), disponible comercialmente y cuyos resultados estan
publicados. Puesto que este anticuerpo para CaMKIIN no se ha utilizado en ratas, previamente
se realizd una validacion de éste utilizando diversas fracciones subcelulares de diferentes

regiones cerebrales de rata.

Animales

Las preparaciones de ratas mencionadas a continuacidn se realizaron con animales de
la cepa Sprague Dawley, provenientes del Vivero Central, Universidad Catdlica. En la
preparacién de ratdn mencionada se utilizo la cepa de ratones C57/BLS, provenientes del

mismo vivero.
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Preparacién de rebanadas agudas de hipocampo

Para esta preparacidon se utilizaron ratas de 18 a 22 dias. Estas ratas fueron
anestesiadas con éter y sacrificadas por decapitacién. Los cerebros fueron rapidamente
removidos y mantenidos en solucidn de diseccion fria (en mM: 212.7 sacarosa, 2.6 KCl, 1.23
Na,H,P0,, 26 NaHCO3, 10 D-glucosa, 3 MgCl, y 1 CaCly), a 4° C y saturada con 95% O, y 5% CO,.
Utilizando un vibratomo se obtuvieron entre € y 10 rebanadas de hipocampo {400pm de

espesor) por rata.

Incubacion de rebanadas agudas de hipocampo con péptidos

El protocolo de incubacidén de rebanadas hipocampales estd basadc en Gouet y cols.
(2012), con algunas modificaciones. Las rebanadas agudas obtenidas fueron traspasadas a
cémaras de interfaz (Falcon™cell culture inserts), e inmersas en 100 plL de liquido
cefalorraguideo artificial (LCRA, en mM: 124 NaCl, 5 KCl, 1,25 Na,H,P0,, 26 NaHC(Q;, 10 D-
glucosa, 1.5 MgCl; v 2.5 CaCly), en un ambiente saturado con 95% O, vy 5% CQ,, a 37°C,
manteniéndose en esta condicidn por 1 hora para su recuperacion. Las rebanadas provenientes
del mismo animal se dividieron en un grupo experimental, en que fueron tratadas con el
péptido Tat-CN21 (20 pM), y en un grupo control, con rebanadas tratadas con el péptido
control Tat-SCR {20 uM), que posee la misma composicién amincacidica que CN21, pero
desordenada y por lo tanto no tiene accidn inhibitoria ni afecta la interaccién de CaMKl con
NMDAR. Luego de 2 horas con este tratamiento, las rebanadas fueron lavadas con LCRA por 2

horas y congeladas en nitrogeno liquido para su posterior andlisis.
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Obtencion de sinaptoneurosomas

El protocolo de obtencién de sinaptoneurosomas esta basado en Johnson y cols. (1997)
con modificaciones de Vyazovskiy y cols. (2008). Las rebanadas controles y experimentales
fueron sonicadas en frio por 2 minutos en 1 mL de buffer de resuspension (BR; en mM: 100
NaCl, 10 fosfato de sodio, pH 7.0, 10 NasPQy 50 NaF, 1 Na;VO,, 5 EDTA, 5 EGTA, coctel
inhibidor de proteasas, 1 uM caliculina, 40 nM cipermetrina). Este homogenizado se filtré 2
veces a traves de 3 capas de nylon de 100 pm previamente humedecidos en BR, y luego fue
filtrado nuevamente a través de un filtro hidrofilico de 5 pm, pre-humedecido en el mismo
buffer. La muestra obtenida fue centrifugada a 1200 g por 10 minutos a 4°C. El pellet de
sinaptoneurosomas se resuspendié en BR con 1% de SDS, y fue hervido durante 5 minutos,

para luego ser congelado en nitrégeno liquido.

Inmunodetecciones en rebanadas incubadas con péptidos

Las inmunodetecciones se basan en el protocolo usado por Lee y cols, {2003). Se
cargaron entre 10 a 20 pg de proteina en geles SDS-PAGE (8 %). Las proteinas separadas fueron
transferidas a una membrana de PVDF, blogueada con buffer de blogueo (PBS con 1% BSA y
0.1% de Tween-20) a temperatura ambiente por 2 horas, e incubadas toda la noche a 4°C con
anticuerpo primario {(a-CaMKIl, 1:2000; p-T286-a-CaMKIl, 1:1000; GluAl, 1:1000; GluA2, 1:500;
GluN1, 1: 4000; GluN2B, 1:4000; GIuN2A, 1:2000; anticuerpos de Abcam, Cambridge, UK). Se
utilizé B-actina (1:4000, Abcam) como control de carga. Se incubd con anticuerpo secundario
(18G Anti-Conejo, 1:1000 pg/ml; Abcam) por 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente. Los

blots fueron revelados usando un reactivo quimioluminiscente SuperSignal West Pico Substrate
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(Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA) y expuestos a film BioMax {Kodak). El

analisis de las bandas se realizé con el software Image! {National institutes of Heaith).

Preparacion de homogenizado, y fracciones subcelulares de distintas regiones cerebrales de

rata y raton.

La ohtencién de las muestras esta basada en el protocole desarrollado por Lee y cols.
{2000). Todos los pasos que se mencionan a continuacién se realizaron en frio. 2 ratas de 18
dias fueron anestesiadas con éter y sacrificadas por decapitacidon. Rapidamente se removieron
sus cerebros en solucion de diseccién fria y se extrajeron muestras de hipocampo, corteza,
bulbo olfatorio y cerebelo. Cada uno de los tejidos mencionados fue homogenizado con un
homogenizador vidrio-teflon en un volumen de BR 3 veces mayor a su peso himedo, y
posteriormente sonicado durante 2 minutos con pulsos cada 10 segundos (Vibra Cell, modelo
VCX-400). Se extrajo una muestra de este homogenizado para los andlisis posteriores. El
homogenizado fue centrifugado a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C. La muestra de
sobrenadante (enriquecida en la fraccidn citosélica) fue separada del pellet (enriquecida en
fraccion de membranas) para analizarlas por separado. Las muestras de homogenizado vy
fraccién citosélica fueron diluidas en BR con SDS 10%, mientras que el pellet obtenido fue
resuspendido en BR con SDS 1%. Todas las muestras fueron hervidas por 5 minutos. Estas
muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido para el posterior andlisis. Para la preparacidn
homogenizado y fracciones citosdlica y de membrana de hipocampo de ratén se siguié el
mismo protocolo. Para las rebanadas en las gue se indujo cLTP se realizé el mismo protocolo

desde la homogenizacién en adelante.
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Preparacién de densidades postsindpticas aisladas de hipocampo de rata

La preparacidn de densidades postsinapticas {DPS) que se utilizé para la validacion del
anticuerpo, se basa en la preparacién descrita en Villasana y cols. (2006). Ellos describen dos
protocolos diferentes, de las cuales usamos el protocolo para el rotor de tipo “swinging
bucket”. Todas las etapas de la preparacién se realizaron en frio. Se extrajeron los hipocampos
de 5 ratas Sprague Dawley de 30 dias y se homogenizaron en 16 ml de buffer de
homogenizacion (10mM HEPES, 1mM EDTA, 2mM EGTA, 0.5mM DTT, cocktail inhibidor de
proteasas (Sigma), pH 7.0) con un homogenizador de vidrio-teflén. Posteriormente, el
homogenizado fue sonicado con 1 pulso cada 10 segundos durante 2 minutos (Vibra Cell,
modelo VCX-400) y se tomd una muestra para posterior andlisis. Este homogenizado fue
filtrado, primero por 3 capas de filtro de nylon de 100 pm pre-humedecide con el buffer de
homogenizacion, y luego por un filtro de 5 pm también pre-humedecido con la misma solucién.
La solucién obtenida fue centrifugada a 1000 g por 10 minutos a 4°C y se extrajo una muestra
tanto del sobrenadante como de! pellet (sinaptoneurosomas) obtenido para posterior anilisis.
El pellet fue resuspendide en 5mL de solucidn buffer (0.32 M sacarosa, 1 mM NaHCO;, pH 7.0) y
posteriormente diluido nuevamente en 5ml de buffer de DPSs {32 mM sacarosa, 12 mM Tris-
HCI, 1% triton X-100, pH 8.1). Esta solucidon de agitd en frio durante 15 minutos y luego se
centrifugd a 33.000 g durante 20 minutos a 4°C. E! peilet obtenido fue resuspendido en 50 pL
de solucién buffer. Se generé un gradiente 1 M/1.5 M de sacarosa cargando 500 pL de una
solucidn conformada por 1,5 M sacarosa, 1 mM NaHCO; vy encima de ésta 500 plb de otra
solucion conformada por 1.0 M sacarosa, 1 mM NaHCO;:, en tubos de rotor AH-650 swinging
bucket, y sobre este gradiente se cargd el pellet resuspendido que se obtuvc en la

centrifugacidén anterior. Esta muestra fue centrifugada durante 2 horas a 167.000 g a 4°C, y el
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pellet obtenido (que se aprecia con dificultad) se resuspendié en 70 pL de solucion buffer,
Luego de esto, esta muestra fue mezclada con 70 pl de una solucidn 150 mM de KCl y 1% tritdn
X-100 y nuevamente centrifugada a 167.000 g por 30 minutos. Este pellet de DPSs fue

resuspendido en 50 pl de solucién buffer y congelado para su posterior analisis.

Preparacién de células HEK con pldsmidos

El plasmido consiste en la secuencia de la proteina CaMKIIN2 descrita en Chang y cols.
(1998) acoplada a una proteina fluorescente verde (eGFP) para poder monitorear la
transfeccién, y fue donado generosamente por la Dra. Katherine Kalil. Previo a! dia de
transfeccin se plaqued 0,5-2 x 10° células HEK 293 en 500 pL de medio de crecimiento sin
antibidticos, para que Jas placas tuviesen 90-95% de confluencia, Para cada muestra de
transfeccién se diluyd 4 pg de DNA plasmidial en 50 pl. de “OPTI-MEM | Reduced Serum
Medium"” {u otro medio sin suero) y se mezcld suavemente. Se diluyé lipofectamina 2000 en 50
ul de OPTI-MEM. Esto se incubd 5 minutos a temperatura ambiente (TA). Se combind el DNA
diluido con la lipofectamina diluida, y se incubd 20 minutos a TA. Se agregd 100 plL de
complejo a cada pacillo que contiene las células y se mezcld suavemente. Se incubaron las

células a 37°C entre 18 y 48 horas para probar la expresién del transgen.

Inmunodeteccion de CalVIKIIN2

Las inmunodetecciones se basan en el protocolo usado por Lee y cols. {2003). La
concentracién de proteinas fue determinada por el método de Lowry. Se cargd 20 pg de
proteina en geles SDS-PAGE (12%). Las proteinas separadas en el gel fueron transferidas a

membranas de PVDF y éstas fueron bloqueadas por 2 horas a temperatura ambiente o durante
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toda la noche a 4°C con buffer de bloqueo y posteriormente incubadas durante toda la noche a
4°C con anticuerpo primario, ya sea anti-CaMKIIN2-myc de humano (1:1000-1:500;
AbDSerotec, también denominado Ab1, ver mas adelante), o anti-CaMKIIN2 de conejo {1:1000;
Abgent, también denominado Ab2, ver mas adelante). Se utiliz6 B-actina (1:4000, Abcam) como
contro! de carga. Se incubé con anticuerpo secundario Anti-myc-HRP (1:3000, Abcam) toda la
noche a 4°C, o Anti-lgG-Conejo (1:4000 pg/ml; Abcam) por 1 hora y 30 minutos a temperatura
ambiente. Los biots fueron revelados usando un reactivo quimioluminiscente SuperSignal West
Pico Substrate (Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA) y expuestos a film
BioMax (Kodak). El andlisis de las bandas se realizé con el software image) (National Institutes
of Health). Para las detecciones de rebanadas en las que se indujo cLTP se realizé el mismo

protocolo mencionado, con el anticuerpo de la empresa Abgent.

Preparacion de rebanadas organotipicas de hipocampo

Esta preparacion estd basada en el protocolo descrito por De Simoni y cols. {(2006). Para
esta preparacién se utilizaron ratas de 7 dias de edad. Estas ratas fueron anestesiadas con éter
y sacrificadas por decapitacidn. Los cerebros fueron rapidamente removidos y mantenidos en
solucidn de diseccién para cultivo fria (en mM: 200 sacarosa, 4 KCl, 26 NaHCO,, 30 D-glucoss, 8
HEPES, 8 MgCl; y 1 CaCl,) y saturada con 95% O; y 5% CO,. Utilizando un vibritomo se
obtuvieran entre 6 y 12 rebanadas de hipocampo {350 um de espesor) por rata. Las rebanadas
se depositaron sobre la membrana {0.4 pm de didmetro de poro) de un inserto de cultive de
interfaz (Falcon™cell culture inserts). Este inserto estaba suspendido sobre medio de cultivo
MEM (Gibco) suplementado con: 25% suero equino, 1 mM glutamina, mezcla de antibidticos

(0.1 mg/mLl de estreptomicina, 0.1 KU/mL de penicilina, 0.25 pg/mL de anfotericina), 117 mM
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Nacl, 5.3 mM KCl, 26.2 mM NaHCO3;, 1 mM NaH,PQ,, 5.6 mM D-glucosa, 1.8 mM CaCl;, 0.8 mM
MgS0,. Las rebanadas se mantuvieron a 36°C en un incubador de CO, {5%), y el medio fue

cambiado cada 2 dias (Stoppini y cols., 1991; Sanhueza y cols., 2011).

Induccidn farmucoldgica de LTP-guimica (cLTP) en rebanadas organotipicas

Los experimentos de cLTP se basan en el protocolo descrito en Otmakhov y cols.
{2004). Luego de 10 a 12 dias in vitro {DIV} las rebanadas organotipicas fueron trasladadas a un
setup de registro en donde se mantuvieron en LCRA para cultivo {(LCRA-cultivo, en mM: 124
NaC}, 2.5 KCI, 4 CaCl;, 4 MgS0;, 1.25 NaH,P04, 26 NaHCO,, pH 7.4) saturado con una mezcla de
95%0; y 5%C0;. Con el fin de corroborar la efectividad de la induccién de LTP se realizaron
registros de campo en la regidn dendritica del CA1 del hipocampo, estimulando cada 5 minutos
antes, durante y luego de la induccion de LTP. Las rebanadas se mantuvieron en LCRA-cultivo
por 30 minutos y durante este tiempo se registro la seiial basal. Luego de esto se cambi6 esta
solucidén por a de induccidn de LTP {cLTP-LCRA, idéntica a LCRA-cultivo, pero sin MgSQ; y con
50 uM de forskolina y 0.1 pM de rolipram) durante 20 minutos. Luego de la induccidn, las
rebanadas fueron mantenidas en LCRA-cultivo durante 1 hora y posteriormente almacenadas

en nitrogeno liquido, para a las inmunodetecciones.
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RESULTADOS

Parte I: Inmunodetecciones en rebanadas agudas de hipocampo incubadas con

tat-CN21

El uso de péptidos derivados de la secuencia inhibitoria de CaMKIIN2 nos ha
permitido imitar los aumentos transitorios de esta proteina, que se producen con el
aprendizaje (Radwariska y cols., 2010). Asi mismo, es posible estudiar los efectos sobre
proteinas clave de la sinapsis y entender de mejor forma las bases moleculares de los cambios
en fa transmision y plasticidad sinaptica ohservados Juego de la aplicacion temporal de estos

péptidos (Sanhueza y cols., 2007).

Por medio de Western Blots se logré medir los cambios en diversas proteinas
relevantes para la transmision sindptica producto de la aplicacién transitoria {2 horas de
tratamiento y luego 2 horas de lavado) de tat-CN21 (péptido test), o tat-SCR (péptido control)

en rebanadas de hipocampo.

Efecto de tat-CN21 sobre los AMPARs

Los AMPARs son los principales mediadores de la transmisidn basal, uno de los
procesos directamente afectados por la aplicacion de tat-CN21. Por esta razén se midid el
efecto de la incubacion de las rebanadas con este péptido sabre las principales subunidades de

los AMPARSs presentes en la regién CA1 hipocampal.
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Se observd una disminucién significativa de la subunidad de GluAl sindptica (test de
Student pareado: GluAl, p<0.01, N=12; Figura 4), pero no de la cantidad de GluA2, subunidad

predominante de los AMPARs (test de Student pareado: GluA2, p>0.05, N=10; Figura 5).
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Figura 4. Tat-CN21 produce una disminucion en la cantidad de GluAl en las sinapsis.

{A) Deteccion de GluAl en sinaptoneurosomas de rebanadas agudas de hipocampo
preincubadas con tat-CN21 [Test} o tat-SCR {Control). {B} Cuantificacién de las detecciones de
GluAl, normalizadas respecto a la cantidad de B-actina presente en la misma muestra. Se
ohserva una disminucién significativa de la cantidad de GluAl en las rebanadas tratadas con
tat-CN21 (test de Student pareado: GluAl, p<0.01, N=12). {C} Normalizacion de los datos en (B)
con respecto al control de cada réplica. En ambos graficos las lineas punteadas representan
cada par control-test de rebanadas pertenecientes al mismo animal y la linea continua
representa el valor promedio para cada condicion. Todas las Figuras que vienen a continuacion
en esta seccién seguiran el mismo formato.
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Figura 5. La cantidad de GIuA2 no varia con el tratamiento con tat-CN21.

{A) Deteccion de GluA2. {B) Cuantificacidn de las detecciones de GluA2. {C} Normalizacién de
los datos en (B). No se abserva una diferencia significativa en la cantidad de GluA2 en las
rebanadas tratadas con tat-CN21 comparada con el Control {test de Student pareado: GiuA2,
p>0.05, N=10).

Efecto de tot-CN21 sobre PSD95

PSD-95 es la proteina de andamiaje mas abundante de las DPSs {Cheng y cols., 2006;
Sheng y Hoogenraad, 2007). En este sitio, interactia con una gran cantidad de proteinas, entre
ellas con tos NMDARs de forma directa, y con los AMPARSs a través de TARPs [Bats y cols., 2007)
v se considera un regulador de la eficiencia sindptica a través del control del nimero de
AMPARs en la sinapsis (Chen y cols., 2000; Bats y cols,, 2007). Para observar si la depresién
permanente de la transmisién observada en experimentos previos (Sanhueza y cols., 2011)
estaba asociada a una disminucion de PSD-95 en sinapsis, se midieron los niveles de esta
proteina en rebanadas tratadas con el péptido test o e! control. No se ohservaron diferencias
significativas en la cantidad de la protefna PSD-95 en los sinaptoneurosomas de estos dos
grupos de rebanadas (test de Student pareado: PSD-95, p>0.05, N=10; Figura 6), lo cual sugiere
gue los cambios en [a cantidad de GluAl en sinapsis no estarian relacionados con una

disminucién de esta proteina de andamio.
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Figura 6. Tat-CN21 no afecta la cantidad total de PSD-95 en las sinapsis.

{(A) Deteccién de PSD-95. {B) Cuantificacién de las detecciones de PSD-95. (€} Normalizacidn de
los datos en (B). No se observa una diferencia significativa en la cantidad de PSD-95 en las
rebanadas tratadas (test de Student pareado: PSD-95, p>0.05, N=10).

Efecto de tat-CN21 sobre los NMDARs

Dado que cambios tanto en la abundancia como en la composicidn de los NMDARs
tienen importantes efectos sobre la LTP, se midieron los niveles de las subunidades GluN1,
GluN2B y GluN2A en las membranas sinapticas de rebanadas de hipocampo luego del
tratamiento con tat-CN21. Se observdé que el péptido activo producia una disminucion
significativa en la cantidad de Ia subunidad GluN2 {test de Student pareado: GluN1, p<0.05,
N=10; Figura 7), la que estd presente en todos los receptores NMDAR, de modo que este
resultado implica una disminucién de [a cantidad total de los NMDARs. La deteccién de las
subunidades GluN2A y GIuN2B con respecto a las cantidades de GluN1 en cada muestra revela
un aumento significativo de la proporcidn de GIuN2B en los receptores, sin observarse una
diferencia significativa en la proporcién de subunidades GIuN2A (test de Student pareado:

GluN2B/GluN1, p<0.05, N=13; Figura 8; GluN2A/GluN1, p>0.05, N=13; Figura 9).
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Figura 7. La cantidad de GluN1 y por tanto de los NMDARs, disminuye con el tratamiento con
tat-CN21,

{A) Deteccion de GluN1. {B) Cuantificacidn de las detecciones de GluN1. {€)} Normalizacidn de
los datos en {B). Se obhserva una disminucidn significativa de la cantidad de GIluN1 en las
rebanadas tratadas con tat-CN21 respecto a la tratadas con tat-SCR (test de Student pareado:

GluN1, p<0.05, N=10).
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Figura 8. La proporcion de GluN2B en los NMDARs sindpticos aumenta iuego del tratamiento
con tat-CN21.

{A) Deteccidn de GluN2B. {B) Cuantificacidn de las detecciones de GIluN28 sobre GIuN1 de cada
muestra respectiva. (C) Normalizacién de los datos en {B). Se observa un aumento significativo
de la fraccién de GIuN2B respecto a GluN1 en las rebanadas tratadas (test de Student pareado:
GIuN2B/GluN1, p<0.05, N=13}.

25




(A) (B)  GluN2A/GIuN1 () GIuN2A/GluN1

B -Actina

Raxén GNZA/GIuN]
=] g - G -~ : - g - c

B+ N W B WM o W

Razdn GluN2A/GIuN1 normalizada

Control Test Control Test Control Test

Figura 9. Tat-CN21 no altera la proporcién de GluN2A en los NIMDARSs sinapticos.

{A) Deteccion de GIuN2A. (B) Cuantificacién de las detecciones de GluN2A sobre GluN1 de cada
muestra respectiva. (C) Normalizacidn de los datos en {B). No se observan cambios
significativos en la fraccidn de GuN2A respecto a la GluN1 en las rebanadas tratadas presentes

en estas muestras (test de Student pareado: GluN2A/GluN1, p>0.05; N=13).

Efecto de tat-CN21 sobre a-CalMIKIl sindptica

Puesto que CaMKIIN es una proteina inhibidora especificamente de la actividad

catalitica de CaMKIl y a su vez interferente de su interaccién con GluN2B, se evalud el efecto de

tat-CN21 sobre la cantidad total de esta quinasa en sinapsis y ademas, sobre la fraccién

fosforilada de a-CaMKIl en el sitio T286. Observamos que el tratamiento con el péptido tat-

CN21 produjo una disminucidn sobre la fraccidn fosforilada, sin afectar la cantidad total de ia

enzima presente en los sinaptoneurosomas (test de Student pareado: a-CaMKIi total, p>0.05,

N=11; Figura 10; pT286-a-CaMKIl/a-CaMKlI total, p<0.05; N=7; Figura 11}
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Figura 10. El tratamiento con tat-CN21 no afecta la cantidad totaf de a-CaMKil.

(A)Deteccién de a-CaMKIl total. {B) Cuantificacidn de las detecciones de a-CaMKII total. {C):
Norrmalizacién de ioa datos en {B). No se observan cambios significativos de la cantidad de o-
CaMKIl en las rebanadas tratadas con tat-CN21 con respecto a su control (test de Student
pareado: a-CaMKI total, p>0.05, N=11).
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Figura 11, El tratamiento con tat-CN21 disminuye la fraccion fosforilada en el sitio T286 de «-~

CaMKil.

{A) Deteccion de la fraccién fosforilada en el sitio T286 de a-CaMKH. (B) Cuantificacién de las
detecciones de pT286-0-CaMKIl. {C) Normalizacién de los datos en (B). Se observa una
disminucion significativa de la fosforilacidn en el sitio T286 de «-CaMKIl en las rebanadas
tratadas con el péptido tat-CN21, con respecto a su control (test de Student pareado: pT286-a-
CaMKIl/a-CaMKII total, p<0.05; N=7).
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En resumen, se observd una disminucidn de la subunidad GluAl de los AMPARs y de la cantidad
total de los NMDARs en forma consistente con la depresién sinaptica. Por otro lado, Ia
mantencidn de PSD-95 y la desfosforiiacion del sitio T286 de CaMKIl sugieren que la depresidn
no se debe a la remocidn de PSD-95, sino posiblemente a otros cambios como la
desfosforilacién de blancos de la enzima, como por ejemplo stargazina. Por ditimo, tante la
desfosforilacion de CaMKll como el aumento relativo de la subunidad GIuN2B podrian explicar
la facilitacidn en la induccién de LTP. Estas observaciones reflejan un efecto potente y
especifico de tat-CN21 sobre elementos esenciales asociados tanto a la transmision sinaptica

basal como a la induceion de LTP.
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Parte lI: Detecciones de CaMKIN luego de LTP guimica

Inmunodetecciones de CaMIKIIN2 enddgena

Con el fin de determinar si hay cambios en la cantidad de CaMKIIN luego de la
induccién de cLTP en rebanadas organotipicas de hipocampo de rata, se adquirié un anticuerpo
comercial contra CaMKIIN2. Este anticuerpo, fabricado por la empresa AbDSerotec (que
denominaremos Abl), es el unico anticuerpo comercial que ha sido utilizado en una
publicacidn hasta la fecha (Radwariska y cols., 2010). La secuencla inmunogénica utilizada en la
fabricacién de este anticuerpo comprende desde el aminodcido 9 al 25 de la secuencia de
CaMKIIN2 de humano. Dado que esta secuencia es idéntica en humano v rata {ver Figura 1)
probamos este anticuerpo en muestras de homogenizados de hipocampo, corteza, cerebelo y
bulbo clfatorio de rata, regiones en donde se observd la presencia de esta proteina en ratdn en
condiciones basales {Radwanska y cols., 2010}. Sin embargo, no se observé ninguna banda en

~

estas detecciones {datos no mostrados).

Se considerd la posibilidad de gue la cantidad de CaMKIIN2 fuese muy baja para ser
observada en una preparacién de homogenizade, pero que esta proteina podria estar
enriquecida en alguna fraccidn subcelular, razén por la cual se analizaron las fracciones de
membranas (pellet) y citosdlica (sobrenadante} tanto de hipocampo y corteza de rata,

nuevamente sin observar banda alguna {datos ne mostrados).

Considerando la posibilidad de que por alguna razén la reaccion de este anticuerpo

fuese especie-especifica, se realizé una deteccién de CaMKIIN2 sobre una preparacion de
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homogenizado, pellet de membranas y sobrenadante de hipocampo de ratén. En este caso si se
observaron bandas, pero no cercanas al peso tedrico descrito para este inhibidor (8kDa), sino

que entre los 50 y 100kDa (Figura 12).

. Ah1
CaMKIIN2

B-Actina

Figura 12. Detecciones con anticuerpo Ab1 contra CaMKIIN2 en hipocampo de ratén.

La deteccion realizada con el anticuerpe Abl {Radwariska y cols. 2010) entregd varias bandas
entre los 50 y 100kDa en las preparaciones de homogenizado, sobrenadante y pellet de
membranas de hipocampo de ratén.

Por tanto, considerando la ausencla de bandas en preparaciones de rata {modelo a
utilizar en esta tesis} con este anticuerpo, y ademas, la ausencia de bandas en ratén
correspondientes al peso tedrico de la proteing, se adquirid un nuevo anticuerpo contra
CaMKIiIN2 (que denominaremos Ab2). Este anticuerpo pertenece a la empresa ABGent, y
utiliza como  inmundgeno la secuencia entre los aminodcidos 1 y 30 de la CaMKIN2 de
humano, la cual difiere solamente en 1 aminoacido tanto con la secuencia de ratén y rata de

CaMKIIN2 (ver Figura 1). La desventaja que presentaba el uso de este anticuerpo es que no
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habia sido utilizado en ninguna publicacién, por lo cual tendria que ser validado.
Adicionalmente, en la hoja de informacion del anticuerpo entregada por la empresa se
aprecian 2 bandas, una alrededor de los 11kDa (sefialada como CaMKIIN2} y una prominente
banda cerca de los 35kDa, la que por no corresponder a lo reportado fue interpretada por la

empresa como una banda inespecifica {comunicacidn personatl).

Utilizando este ultimo anticuerpo, se realizaron nuevamente inmunodetecciones
scbre muestras de homogenizados de diferentes regiones cerebrales de rata. Estas detecciones
mostraron una tnica banda alrededor de los 35kDa y no se observo ninguna banda alrededor
de los 8kDa (Figura 13). Ya que atin no existe claridad sobre la identidad de la proteina la
proteina de 35kDa detectada por el anticuerpo Ab2, en adelante ésta serd denominada

CaMKIIN2-35.

| _ Ab2
; A A - - W CaKIINZ

50 ]
40F e QA B Acting

Figura 13. Deteccién con anticuerpo Ab2 contra CaMKIIN2 &n muestras de homogenizado de
diversas regiones de cerebro de rata.

Deteccidn con anticuerpo Ab2 para CaMKIIN2 en muestras de homagenizado de bulbo olfatorio
{Bulbo OIf.), cerebelo, hipocampo y corteza de rata. Se observa sélo una banda alrededor de
los 35kDa, la cual se denominara CaMKIIN-35.
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Con el fin de investigar si Ab2 estaba realmente detectando a la proteina CaMKIINZ2,
en colaboracién con el laboratorio de la Dra. V. Palma se desarrollaron muestras de células HEK
en las que se transfectd un plasmido que permite la sobre-expresidn de la secuencia de 79
aminodacidos (8kDa) deducida por Chang y cols. (1998). Esta proteina esta fusionada a una
proteina eGFP que permite corrcborar la incorporacion y expresion del inhibidor en dichas
células. Como control de esta muestra se usé un grupo de células en las que sélo se introdujo
un vector de sobreexpresion de eGFP, sin el inhibidor. La deteccién con Ab2 muestra sdlo una
banda sobre la muestra con CaMKIINZ sobre-expresada, lo cual apoya fuertemente la
aspecificidad del anticuerpo (Figura 14) y sugiere que la proteina detectada por Ab2 estarfa
relacionada con CaMKIIN2. Cabe mencionar que las detecciones en estas mismas muestras

pero utilizando el Ab1 no mostraron ninguna banda (datos no mostrados).

GFP
CaMKIIN2

Figura 14. Test de especificidad de Ab2 en muestras de células HEK transfectadas con vector
de sobreexpresion de CaMKIIN2.

{A) Ab2 fue utilizado en muestras de células HEK transfectadas con plasmidos que sobre-
expresan la secuencia de CaMKIIN2 de 79 aminoacidos y/o eGFP, La deteccidn fue positiva sélo
en las muestras de células que expresaban CaMKIN2 (B) Deteccion de eGFP en las mismas
muestras mencionadas en {A).
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Con este antecedente, se intenté determinar si la proteina de 8kDa pudiese
observarse con Ab2 en alguna fraccién subcelular. Para este se realizé un fraccionamiento a
partir de homogenizados de hipocampo y corteza de una rata P18. Esta separacion permite
obtener un pellet de membranas y un sobrenadante que corresponderia a la fraccidn citosélica.
Esta detectidn nuevamente mostrd una sola banda alrededor de los 35kDa. Se observd ademas
que la banda se veia mas enriquecida para la fraccién sobrenadante (citosdlica) que para la de

membranas (pellet), tanto en corteza como en hipocampo en condiciones basales (Figura 15).

(n) (8)

CaMKIIN2-35

Figura 15. Deteccion con Ab2 de CaMKIIN2 en fracclones citosélica y de membranas en
muestras de hipocampo y corteza.

Ab2 fue utilizado en muestras de sobrenadante y pellet de corteza e hipocampo de rata. Se
observa una mayor marca para CaMKIIN2-35 en sobrenadantes que en los pellets tanto de
corteza como hipocampo, a los 2 minutos {A) y a los 10 minutos (B) de exposicién del film.

Luego de esto se considerd la posibilidad de que la proteina de 8kDa pudiese estar

presente y/o enriquecida en las DPSs. Para investigar esta posibilidad se realizé una
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preparacién de DPSs de hipocampo de ratas basada en el protocolo de Villasana y cols., (2008).
Nuevamente, se observé sélo la banda de 35kDa (Figura 16), la cual estaba presente a lo largo

de todas las etapas de la purificacidn.
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Figura 16. Deteccidn de CaMKIIN2 con Ab2 en muestras de preparacion de DPSs de
hipocampo.

Deteccion de CaMKIIN2-35 en muestras de distintas etapas de la purificacién de DPSs de
hipocampo de ratas (homogenizado, sobrenadante, pellet de sinaptoneurosomas y DPSs
purificadas} con 25 minutos (A) y 1 hora (B} de exposicidn del film. Se puede observar la
presencia de Ia banda de CaMKIIN2-35 en ia fraccién de DPSs.

Dado que en ninguna de las detecciones anteriores se observd la banda de 8kDa
esperada para CaMKIIN2, se considerd la posibilidad de gue esta proteina pudiese tener
mayores niveles de expresién a edades menores que P18, y que en edades como P18 o mds, la

cantidad de la proteina fuese casi nula. Por lo tanto, se realizaron detecciones en
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homogenizados de hipocampo de ratas de 2, 7 y 12 dias. En estas preparaciones tampoco se

encontrd la banda de 8kDa, sino sélo la de 35kDa (Figura 17).

Figura 17. Deteccién de CaMKIIN2 con Ah2 en muestras de hipocampo de ratas de distintas
edades.

Deteccion de CaMKIIN2-35 en muestras de homogenizado de hipocampo de ratas de P2, P7 y
P12,

Todo esto indica que el anticuerpo Ab2 sélo reconoce una proteina de un peso
mucho mayor al que fue descrito para esta proteina inhibitoria en los trabajos de Chang y cols.
(1998, 2001) y Radwariska y cols. (2010). Estos resultados parecieran estar relacionados con las
de Saha y cols. (2006} en donde se observa la presentia de una proteina de aproximadamente
35kDa en distintas fracciones subcelulares (incluyendo DPSs) de ratén. Finalmente, detecciones

realizadas recientemente en muestras de hipocampo con este mismo anticuerpo usando geles
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de tricina y en gradientes de 8-12% (German Ferndndez, en desarrollo) han mostrado el mismo

resultado, sin evidenciar la banda de 8kPa.

Todo lo anterior sugiere que la secuencia de 79 aminoacidos, deducida por Chang y
cols. (1998, 2001) a partir del cDNA de CaMKIIN2, podria ser mas bien una parte de una
proteina de mayor peso molecular o que podria formar oligémeros, o incluso que este
anticuerpo pudiese estar detectando una isoforma no descrita de CaMKIIN2, de un peso

molecular distinto de 8kDa.

Induccion farmacoldgica de LTP (cLTP) en rebanadas hipocampales organotipicas.

Con e! objetivo de evaluar posibles cambios en la abundancia de CaMKIIN, se realizd
la induccidn de cLTP en rebanadas organotipicas de hipocampo, usando el protocolo de
Otmakhov y cols. (2004). Las ventajas del uso de este protocolo en esta preparacién son gue se
induce una LTP dependiente de NMDAR en forma masiva en la rebanada, y a su vez que es
aplicable a varias rebanadas simultineamente debido a que no requiere de estimulacién
eléctrica. Esta metodologia de cLTP ha sido ampliamente usada para inducir LTP en una gran
cantidad de sinapsis para realizar, por ejemplo, experimentos de imagenes (Kopec y cols., 2006;
Kim y cols., 2008; Szepesi y cols., 2013). Esto permite tener un grupo de rebanadas estimuladas

{cLTP) y otro grupo de rebanadas control, provenientes del mismo animal.

Se considerd un minimo de 7 dias in vitro (DIV) de mantencidn del cultivo hasta la
induccidn de cLTP puesto que en el trabajo de Stoppini y cols. {1991), en donde se describe el

desarrollo de cultivos de rebanadas de hipocampo, no se logrd inducir LTP por métodos
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electrofisiolégicos, por lo que se piensa que antes de esta fecha no se habrian recuperado las
conexiones necesarias para lograr este fenémeno. Las rebanadas en las que se indujo cLTP

tenfan entre 10 y 12 dias in vitro.

Para poder corroborar la efectividad del protocolo, durante las primeras 3 sesiones
de induccién de cLTP se realizaron registros de los potenciales de campo en una de las
rebanadas ubicadas en la cdmara de registro. En la Figura 18 se muestra un ejemplo de la
induccién de cLTP. Se observa un aumento del potencial de campo evocado luego de la
aplicacidn del protocolo farmacoldgico {mezcla rolipram/forskolina durante 20 minutos, Figura
18). Este aumento en la transmision se mantuvo por mas de 40 min después del cambio de
solucién.
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Figura 18. Induccién de cLTP en rebanadas organotipicas de hipocampo.

(A) Esquema del sistema de registro en rebanadas organotipicas (abajo) y fotografia de
rebanada con los electrodos de estimulacién y registro (Stim. y Reg. respectivamente). {B)
Aumento en la transmision sindptica luego de la induccién de cLTP, cuantificable por la
medicién de la pendiente del! evocado antes, durante y después de la induccidn. La pendiente
post-LTP fue normalizada a la pendiente antes de la induccidn.
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A continuacion, se realizaron las detecciones de CaMKIIN2-35 en las rebanadas
organotipicas de hipocampe que fueron sometidas al protacolo de induccidn de cLTP (test) y se
compard con la cantidad de CaMKIIN2-35 de las rebanadas control, las que sélo se mantuvieron
en una solucién LCRA (LCRA-cultivo, ver Materiales y Métodos) durante el mismo tiempo. Estas
detecciones se realizaron sobre el homogenizado, y ademas las fracciones de sobrenadante y
precipitado, por si se observase un aumento de la proteina especificamente en alguna de las
fracciones mencionadas {Figura 19). Se observé un aumento significativo de la cantidad de
CaMKIIN2-35 presente en los pellets de membranas de las rebanadas tratadas mientras que no
se observaron cambios significativos en las muestras de homogenizado ni en [as muestras de
sobrenadante citosdlico.
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Figura 19. La induccién de cLTP produce un aumento de CaMKIIN2-35 en las membranas de
rebanadas organotipicas de hipocampo.

{A) Detecciones de CaMKIIN2-35 en homogenizado, sobrenadante (fraccidn citosdlica) y pellet
{fraccion de membranas) de rebanadas organotipicas sometidas al protocolo de cLTP (Test), v
comparadas con rebanadas tratadas con LCRA {Control). (B) Cuantificacién de CaMKIIN2-35 en
homogenizado, sobrenadante (fraccion citosdlica) y pellet {fraccién de membranas) de
rebanadas organotipicas. Cada par corresponde a rebanadas del mismo animal. Se observa un
aumento significativo en la cantidad de CaMKIIN2-35 presente en los pellets de membranas de
las rebanadas en las que se indujo cLTP (test de Student pareado, Homogenizado: p>0.05, N=3;
Sobrenadante: p>0.05, N=5; Pellet: p<0.05, N=4).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten profundizar en los mecanismos
moleculares asociados a los efectos del péptido CN21 sobre la transmisidn sinaptica y también
a fortalecer la propuesta de un rol regulatorio de la transmision y plasticidad sindptica por
parte de ia proteina CaMKIIN. Adicionalmente, permiten aportar informacién relevante y no

menos controversial respecto a ciertos aspectos de esta proteina.

Los péptidos desarrollados a partir de la secuencia inhibitoria de CaMKIIN han sido
esenciales para poder realizar las indagaciones a nivel sinaptico sobre el papel de esta proteina
inhibitoria endégena de CaMKIL Resultaba necesario encontrar un correlato molecular que
ayudase a entender de mejor forma los efectos de tat-CN21 sobre la transmision sinaptica
basal y la induccién de potenciacién. En cuanto a los efectos de este péptido sobre los
receptores glutamatérgicos, la disminucion de la cantidad de la subunidad GluAl en
sinaptoneurosomas de rebanadas hipocampales tratadas con tat-CN21 es un hallazgo de alta
relevancia y a su vez concordante con los efectos del péptido sobre la transmisién sindptica
basal (Sanhueza y cols., 2011). Mas auin, si consideramos que este péptido no tuvo efecto sobre
la subunidad GluA2, subunidad presente en la gran mayoria de ios AMPARs en el hipocampo,
resuita incluso mas relevante este hallazgo, puesto que implica un efecto especifico del péptido
sobre la subunidad GluAl. La transmisién sindptica basal estd mediada principalmente por los
receptores de tipo AMPA, por lo que una disminucidn en ésta podria ser atribuida a una

disminucién en la cantidad de estos receptores en las sinapsis. Sin embargo, los resultados
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respecto a este receptor indican que no habria un efecto sobre todos los receptores, sino mas
bien un efecto especifico sobre aquellos que contienen GluAl, subunidad asociada a
fendmenos de LTP (Plant y cols, 2006; Hayashi y cols., 2000). Es posible que tat-CN21 afecte
sélo a los homdmeros de GluAl que estén presentes basalmente en la sinapsis, favoreciendo
su salida de esa regidn, sin alterar la cantidad de AMPARs que contengan la subunidad GluA2. A
su vez, es posible que este efecto esté asociado, por ejemplo, a un recambio de receptores
GluA1-GluA2 por GluA3-GluA2. Serfa necesario medir el efecto del péptido sobre la subunidad

GluA3 para confirmar o descartar esta posibilidad,

La disminucién de la subunidad GluN1, presente en todos los NMDARs, implica una
disminucion de la cantidad total de estos receptores. Interesantemente, los efectos sobre la
composicién de los NMDARs podrian estar asociados mas bien con los efectos de Iz aplicacion
de tat-CN21 sobre la potenciacién de la transmisidn. Se observé un aumento significativo de la
cantidad de la subunidad GIuN2B respecto a la cantidad total de GluN1 presente en estas
muestras. Este efecto podria estar dando cuenta de algin tipo de mecanismo compensatorio
de la plasticidad, en donde las nuevas subunidades GluN2B incorporadas a la sinapsis permitan
que, en una posterior induccion de LTP, sea posible tener una mayor cantidad de CaMKil unida
a la sinapsis, lo cual es concordante con la ohservacién de la induccion de una mayor LTP luego

del tratamiento con tat-CN21 {(Figura 3).

De acuerdo a los resultados cbservados, seria posible considerar la interaccién CaMKil-
GIuN2B como algin tipo de sefial molecular cuya disociacion o formacién tenga efectos

dramaticos sobre otros blancos moleculares, lo cual no resulta extrafic de considerar, puesto
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que se ha visto que esta interaccidn es esenclal para la induccién de LTP (Barria y Malinow,
2005; Zhou y cols.,, 2007} y también es relevante para la mantencién de la transmisidn basal
(Sanhueza y cols., 2011). En neuronas en cultivo se ha visto que la sobreexpresion de GluN28B-
NMDARs inhibe la expresién en superficie de la subunidad GluAl de los AMPARs (Kim y cols,,
2005), De esta forma, es posible también que el efecto especifico sobre [a subunidad GluAl de
los AMPARSs no tenga relacién directa con la aplicacion del péptido, sino mas bien sea un efecto

posterior derivado del aumento de la subunidad GluN2B,

Los efectos sobre CaMKI| observados en los sinaptoneurosomas hipocampales luego det
tratamiento con tat-CN21 apoyan atin mas la idea de un rol regulatorio de CaMKIIN en la
sinapsis. Nuestros resultados muestran que tat-CN21 produce una disminucidn
especificamente en la fosforilacion del sitio T286 de CaMKI, sin verse alterada la cantidad total
de CaMKIl luego del tratamiento. En los experimentos enzimaticos in vitro realizados por Vest y
cols.,, {2007) tanto con la proteina completa CaMKIIN como con sus péptidos derivados
(péptidos CN) se observé sélo un efecto débil sobre la autofosforilacion de! sitio T286, por lo
que la disminucién de Ia fosforilacidn que observamos en nuestros experimentos no tendria
relacién con un impedimento en dicha capacidad de la quinasa. Es posible que [a disrupcién del
complejo CaMKIl-GluN2B, producto de Ia presencia de tat-CN21, facilite la accién de algin
elemento presente en la sinapsis capaz de desfosforilar este sitio. Un posible candidato serfa la
fosfatasa PP1, que esta presente en la sinapsis y es capaz de desfosforilar el sitio en cuestion,
pero su accidn se ve disminuida cuando CaMKIl y GIuN2B estdn interactuando (Mullaseril y
cols., 2007; Cheriyan y cols., 2011) . Interesantemente, la cantidad de CaMKIl presente en los

sinaptoneurosomas no disminuye, por lo que la disrupcicn de su interaccién con GIuN2B por
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tat-CN21 podria no estar removiéndola de la sinapsis por completo, lo cual es consistente con
reportes de la interaccién de CaMK!l con otras proteinas de Ia sinapsis {Hell, 2014). Esta
quinasa “remanente” también podria explicar la posibilidad de inducir una mayor LTP luego del
tratamiento con tat-CN21, puesto que la induccion podria permitir la unidn tanto de CaMKlls
remanentes como de nuevas holoenzimas a subunidades GluN2B sindpticas que, como lo

indican nuestros resultados, también aumentan su cantidad luego de este tratamiento.

La disminucién de la fosforilacion del sitio T286 de CaMKII por la presencia de tat-CN21
también podria estar afectando otros blancos de esta quinasa. Se ha visto que la actividad
sindptica promueve el atrapamiento sindptico de los AMPARs (Ehlers y cols., 2007) y que esta
inmovilizacién depende de la actividad de CaMKIl {Opaza y cols., 2010). De esta forma, una
disminucién en la cantidad de CaMKI!l activa afectaria la fosforilacidn de stargazina, y

disminuiria la inmovilizacion de los AMPARs en la sinapsis.

Puesto que el aumento de PSD-95 induce un reclutamiento de AMPARs en las sinapsis
(Schnell y cols., 2002), quisimos evaluar st en nuestros experimentos la disminucién en GluAl
se correlacionaba con una reduccién de esta proteina de andamio. La ausencia de cambios en
la cantidad de PSD-95, en conjunto con los demas resultados observados, reafirma la idea de
que los efectos del péptido sobre ia transmisién (o bien de CaMKIIN sobre las sinapsis) podrian
estar asociados a un desensamblaje y/o reorganizacion de la maquinaria molecular sindptica

que no involucre la pérdida de PSD-95.
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Respecto a las detecciones de CaMKIN en rebanadas hipocampales organotipicas en las
gue se indujo cLTP, la etapa de validacién del anticuerpo resulté mas compleja y extensa que lo
esperado. En una primera instancia se adquirié el tinico anticuerpo comercial contra CaMKIIN2
(AbDSeratec) que ha sido utilizado en una publicacion (Radwariska y cols., 2010). En dicha
publicacidn este anticuerpo fue validado por medio de Western Blots usandc una muestra de
homogenizado de hipocampo de ratdn, en donde se observé una banda de aproximadamente
11kDa {la que se asocié con CaMKIIN2), ¥ en varias otras regiones cerebrales de la misma
especie por medio de inmunohistoquimica. La ausencia de bandas en nuestras detecciones en
diferentes regiones cerebrales de rata resulta bastante extrafia puesto que las secuencias
aminoacidicas de reconocimiento del anticuerpo son idénticas para ambas especies {ver Figura
1). Més atn, la deteccidn de una banda de mayor peso molecular que la descrita por
Radwariska y cols, (2010}, con este mismo anticuerpo sobre homogenizado de hipocampo de
ratén, permite considerar la posibilidad de que CaMKIIN2 sea una proteina mas grande de lo
que fue originalmente descrito o que pueda ofigomerizar. Sin embargo, la ausencia de la banda
de 8kDa en nuestra deteccidn pero no en el trabajo de Radwariska y cols. (2010), es un asunto

no resuelto.

Posteriormente, se adquirid el anticuerpo de la marca AbGent que contaba con el
precedente de gue en la misma hoja de informacién del anticuerpo se podia observar la
presencia de una banda de 8kDa y otra alrededor de 35kDa. En nuestras preparaciones de
distintas regiones cerebrales de rata y en distintas fracciones subcelulares, este anticuerpo
mostrd una Unica banda cercana a los 35kDa. Por tratarse de algo desconocido, la compaiiia

informaba que esta banda correspondia a un reconocimiento inespecifico del anticuerpo. La
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posterior deteccién de una banda a partir de la muestra de células HEK con la proteina de 8kDa
sobre-expresada resulta clave para considerar que la banda de 35kDa no es simplemente un
reconocimiento inespecifico, sino que se trata efectivamente de la proteina CaMKIIN2. Esto
sugiere que esta protefna serfa de mayor tamafio al que originalmente fue deducido desde el
cDNA de CaMKIIN2 por Chang y cols., (1998). Lo anterior podria tener relacién a su vez con lo
observado por el grupo de Saha y cols. {2006, 2007) respecto a que sus detecciones sobre
CaMKIIN1 también muestran una dnica banda de alrededor de 35kDa. Esta diferencia de
tamadio molecular podria deberse a fenédmenos de splicing alternativo o incluso a la formacidn

de oligdmeros de la proteina.

La presencia de CaMKIIN2-35 seria a su vez ubicua, estando presente tanto en la
fraccion de sobrenadante citosdiico como en pellets de membranas en condiciones basales de
actividad. Sin embargo, nuestros resultados muestran que estaria presente en mayor cantidad
en la fraccidn sobrenadante. De esta forma, en condiciones basales de actividad CaMKIIN
podria estar mayoritariamente alejada de tas sinapsis. Nuestros resultados también coinciden
con los del grupo de Saha y cols. (2006, 2007), en cuanto a la presencia de CaMKIIN en
preparaciones de densidades postsindpticas {DPS) aisladas. Este dltimo hallazgo resulta muy
interesante puesto que se diferencia de lo reportado por Chang y cols. (2001), quienes no
observaron presencia de CaMKIIN en espinas de neuronas hipocampales de cultivo. Las
implicancias de este hallazgo son importantes, ya que CaMKIIN podria interactuar con otra u
otras proteinas en la sinapsis. Podria ser el caso que incluso interactiie en esta regidn con la
misma CaMKIl. En nuestros experimentos de incubacion con tat-CN21, la cantidad de a-CaMKli

presente en los sinaptoneurosomas no se veia alterada por el tratamiento, incluso después de




la remocién del péptido. Dentro de este sistema, no es posible determinar si luego del lavado
auin existe un remanente de péptido dentro de la célula que se mantiene unido a CaMKIl y que,
si bien es capaz de deshacer la interaccién con GluN2B, no necesariamente impida que CaMKIl

permanezca unida a otros elementos de la DPS.

En cuanto a las detecciones de la cantidad de CaMKIIN2-35 de las rebanadas
organotipicas de hipocampo, en primer lugar resulta valioso haber logrado detectar a la
proteina en esta preparacion, puesto que la cantidad de tejido de que se dispone es baja. En
este contexto, resulta mas valioso atin observar un aumento significativo en la cantidad de
CaMKIIN2-35 presente en los pellets de membranas de las rebanadas organotipicas en las que
se indujo cLTP, respecto a las rebanadas en las que no se indujo LTP. Dado que nuestros
resultados muestran que sin inducir LTP ya existe una cantidad basal de CaMKIIN2-35 tanto a
nivel citosclico como a nivel de membranas, el aumento observado sugiere una relocalizacién o
incluso una sintesis de la proteina y su destinacién a las sinapsis producto de un aumento de
actividad sindptica, posiblemente favoreciendo de esta forma los efectos que ya observamos

sobre los receptores glutamatérgicos y CaMKIl.

Si bien nuestros resultados muestran que el protocolo de LTP utilizado produce cambios
de la cantidad de CaMKIIN por lo menos en una de las fracciones celulares cuantificadas, se
debe hacer notar que no en todas las rebanadas que iniclalmente fueron registradas
observamos una potenciacidn de la transmision. De acuerdo a esto, existe [a posibilidad de que
el protocolo que estamos utilizando no produzca un efecto homogéneo en todas las rebanadas

en las que se aplica, pero de esta misma forma, el hecho de no observar potenciacion
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precisamente en la rebanada registrada no implica necesariamente que en las demas

rebanadas presentes en la cdmara no haya habido efecto.

Nuestro protocolo de generacidn de rebanadas organotipicas de hipocampo, basado en
el protocolo desarrollado por De Simoni y cols., {2006}, carece de 2 elementos que si estan
presentes en el protocolo descrito por Otmakhov y cols. (2004}, en donde se desarrolla la
técnica de cultive organotipico y cLTP, y cuya ausencia podria estar afectando a la
homogeneidad de la expresién de la LTP. Por una parte, el protocolo de Otmakhov y cols.
(2004} incluye insulina en el medio de cultivo, la cual tendria como funcion disminuir la
actividad de la rebanada durante su crecimiento in vitro por medio de la induccién de una
depresion a largo plazo (Huang y cols.,, 2003). Por otra parte, los registros de actividad
realizados en Otmakhov y cols. (2004), previa y posteriormente a la induccion de ¢LTP, se
realizan con un LCRA-cultive que contiene 2-cloroadenosina, un agonista selectivo de los
receptores Al de adenosina utilizado para disminuir tanto la respuesta espontinea en rafaga
(burst) asi como las respuestas polisinapticas (Hayashi y cols., 2000).5i bien existen trabajos en
los que se ha logrado inducir cLTP de forma exitosa sin estos compuestos (Kopec y cols., 2006;
Kim vy cols,, 2008), existe la posibilidad de que la ausencia de estos efectos depresores de la
actividad sinaptica basal, durante el desarrollo del cultivo y/o durante el registro de campo,
impidan observar en nuestro sistema un efecto mucho mas dramitico en a actividad sindptica
de la rebanada al inducir {a ¢LTP, tal como el observado en el trabajo de Otmakhov y cols.
(2004). Finalmente, uno de los factores mas importantes respecto af protocolo de Otmakhov y
cols. {2004) que podria ser muy relevante para nuestros resultados, nos fue revelado

recientemente en una comunicacidn personal con el autor de éste trabajo: 1a ausencia de
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glucosa en las soluciones de LCRA descritas en aquel trabajo {y que nosotros hemos replicado)
es simplemente un error de escritura, puesto que los experimentos si se llevaron a cabo con
soluciones que contenian este componente. De esta forma, si bien era posible observar una
respuesta evocada en las rebanadas organotipicas en estas condiciones de registro, es
altamente probable que |a salud de las rebanadas se haya visto afectada desde el momento en

que eran colocadas en la cdmara de registro en adelante.

Este trabajo logra responder varias preguntas importantes en cuanto a CaMKIIN y
algunos de sus efectos en la sinapsis, pero también quedan muchas preguntas por responder.
Como continuacidon de éste trabajo utilizaremos un nuevo anticuerpo para CaMKIIN2 que
reconoce una secuencia aminoacidica distinta a la de los 2 anticuerpos utilizados en esta tesis.
Haremos su validacidon y luego lo utilizaremos en las fracciones celulares y detecciones en
rebanadas organotipicas en las que se induzca cLTP, usando esta vez las condiciones dptimas

que emulan las condiciones de Otmakhov y cols. (2004).

47




CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten reafirmar la posibilidad de que CaMKIIN
sea efectivamente una proteina de mayor tamafio al originalmente descrito en el trabajo
fundacional en donde se describe a este inhibidor y que ademas, en condiciones basales de
actividad, no sélo estaria presente en la fraccidn citosélica, sino también en la fraccidn de

membranas e incluso en las densidades postsinapticas del hipocampo.

La induccidn de LTP producuciria un aumento de la cantidad de CaMKIIN en las
membranas sindpticas del hipocampo, lo cual proporcionaria al inhibidor una ubicacidn
privilegiada a través de la cual se facilitaria su accién interferente con la interaccién entre
CaMKIl y GIuN2B (Sanhueza y cols,, 2011), favoreciendo fendmenos de recambio de
subunidades de los actores esenciales para {a transmisidn y plasticidad sinaptica, como lo son
los AMPARs y los NMDARs. Proponemos que la disrupcion del complejo CaMKII-GluN2B
permite la desfosforilacién persistente de T286, un sitio fundamental para la induccidn de LTP
de ia quinasa mas abundante de la sinapsis, lo que evitaria la saturacion de la plasticidad y fa

mantencién de Ia transmisién en un rango dinamico.

La presente investigacidn entrega informacidn nueva y altamente relevante en cuanto a
las caracteristicas moleculares de una proteina muy poco estudiada, y cuyos efectos sobre los
elementos moleculares de la sinapsis, dan cuenta de un rol fundamental en la regulacion de la

transmision sinaptica giutamatérgica y la plasticidad en el hipocampo.
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