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Resumen

La proteina de uni6n a citosinas metiladas 2  (Mecp2) es un regulador transcripcional con

actividad dual,  activando y repriniendo genes,  actuando de puente entre la informaci6n epi-

gen6tica contenida en la metilaci6n de citosinas y la expresi6n de genes blanco.  La actividad

neuronal dirige cambios en la metilaci6n de citosinas en una gran cantidad de genes, sin em-

bargo, la relaci6n entre estos cambios y su efecto a nivel celular y/o conductual permanecen

sin estudios  acabados.  En  esta tesis se busc6  establecer una relaci6n entre los  canibios  en  la

metilaci6n y la plasticidad dependiente de la experiencia por medio del estudio del recept;or de

ryanodina 3  (RyR3) en ratones expuestos a un ambiente enriquecido (EE), un paradigma que

a trav6s de la estimulaci6n ambiental determina cambios neuronales tanto a nivel morfol6gico

como funcional.  RyR3  es un canal  de calcio intracelular que  contribuye a la potenciaci6n  de

largo t6rmino hipocampal y a la formaci6n de espinas dendriticas, posicion6ndolo como un can-

didato para relacionar estfmulos ambientales con efectos neuronales.  Los resultados obtenidos

muestran que la exposici6n a, un ambiente enriquecido determina un incremeuto de la metila-

ci6n del promotor de RyR3, fa,voreciendo la, interacci6n de Mecp2 e incrementando su actividad

transcripcional. Estos cambios fueron observados exclusivanente en hipocampo, contrastando

con lo observado en corteza y cerebelo,  dando cuenta de la alta especificidad de las modifica-

ciones neuroepigerfeticas. Para comprender el impacto de estas modificaciones, se evalu6 la via

sinaptog6nica Rae-PAK de remodelaci6n de actim P250GAP actda como un represor de esta

via. El microRNA132 suprime al meusajero de P250GAP y los canales RyR resultan determi-

nantes en este proceso, favoreciendo la formaci6n de espinas dendriticas.  Se determin6 que la

activaci6n transcripcional de RyR3 observada en ratones expuestos a enriquecimieuto anbiental

esta asociada a un incremento en el nivel de microENA132, dirigiendo la supresi6n de P250GAP,

lo que produce una activaci6n de la vi'a sinaptog6nica. Esto no fue observndo en los ratones car

I.entes de Mecp2. Concordantemente, estos ratones no mostraron el incremento en la deusidad

de espinas dendrfticas asociado a ]a plasticidad dependiente de la expel.iencia gatillada por el

ambiente enriquecido. Asf, se tiene que el ambiente determina cambios neuroepigerfeticos que,

en conjunto con Mecp2, dirigen la activaci6n transcripcional de RyR3, gatillando la activaci6n

de la via sinaptog6nica y el incremento de la deusidad de eapinas dendrfticas. Estos cambios se

relacionan con el rendimiento en rna prueba de memoria espacial, sugiriendo que los canbios

epigerfeticos pueden determinar cousecuencias conductuales relevantes.



Abstract

The methylated eytosine 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/beha,vioral effects are not properly understood. In this thesis we

pursued to establish a relation between methyla,tion 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 fimctional level. RyR3 is an intracelullar calcium channel tha,t contributes to hippocampal

long term potentiation and dendritic spine formation, comprising an interesting candidate to

relate environmental stimulation to its neuronal effects.  Our results show that EE increased

RyRI 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 Rae-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 EFLdriven ftyR3 up-regulation

is associated to an increase microENA132 levels, directing P250GAP suppresion and the acti-

vation of the synaptogenic pathwa,y. These changes were not observed in mice lacking Mecp2.

Concordautly, these mice did not show the increase in dendritic spine density elicited by the

experience-dependent plasticity driven by EE. AItogether, 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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Capftulo 1

Introducci6n

1.1.    Receptores de Ryanodina

Los canales de calcio  (Ca2+),  conocidos como receptores de ryanodina (RyR), se localizan

en la membrana del retfculo  endopldsmico y sarcopldsmico,  siendo respousables  de la libera-

ci6n regulada de calcio desde estos compariimientos intracelulares. La ryanodina presenta, rna

actividad bifdsica sobre los canales RyR, manteniendo los canales abiertos a bajas concentrar

ciones  (nM)  e inhibiendo su apertura a altas  concentraciones  (HM)(Mcpherson et al.,  1991).

Los canales RyR poseen un peso molecular de alrededor de 2 MDa,  corformados por cuatro

subunidades id6nticas de aproxinadamente 5000 aminodeidos cada rna (Lai et al.,  1988). En

mam'feros existen tres isotipos de canales RyR  (Ryrl-3).  Cada isotipo de RyR se encuentra,

codificado en un cromosoma, distinto por los genes RgrrJ, Rgr7i2 y j3gr7i3, conteliiendo 104,  102 y

103 exones respectivanente (Mattei et al., 1994). Los diferentes isot,ipos de RyR conservan un

65% de identidad aminoacidica (Hahamata et al.,1992), presentando 3 regiones de divergencia

(D1, D2 y D3).

RyRl  fue originalmente descrito en mdsculo esquel6tico  (Tckeshima et al.,  1989)  mientras

que RyR2 fue clonado desde mrisculo cardiaco (Otsu et al.,1990) , sin embargo su expresi6n no se

limita a estos tejidos. RyRl y RyR2 son cmciales para el acoplamieuto excitaci6n-coutracci6n en

mdsculo esqueletico y cardr'aco respectivamente, sirviendo de ejemplos para la funci6n fisiol6gica

de los canales RyR.  En mdsculo esqueletico,  el potencial de acci6n alcanza las invaginaciones

transversas de la membrana plasmatica, resultando en la ]iberaci6n de calcio desde el ret,fculo



sarcopldsmico por una interacci6n mecinica de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo

L con RyR1(Block et al., 1988; Rios and Brum, 1987). En mdsculo cardiaco, la, apertura de ]os

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 liberaci6n de calcio desde

el retfculo sarcopldsmico pariicipando en una amplificaci6n de serial conocida como ]iberaci6n

de calcio.inducida por calcio (CICR)  (Endo, 2009; Fabiato, 1983). En ambos casos, el aunento

intracelular de calcio determinado por la apertura de los canales RyR da inicio a la contracci6n

muscular. Ryr3 fue caracterizada en cerebro (Hakanata et al. , 1992) , destacando su expresi6n en

hipocampo, cuerpo estriado y talamo. Sin embargo, Ias tres isoformas se expresan en el sistema

nervioso central, con patrones que cambian durante el desarrollo, siendo RyR2 y su meusajero

el isotipo mis abundante (Mori et al., 2000). La. expresi6n de canales RyR en sistema nervioso

central resulta de nuestro particular inter6s, debido a su participaci6n en procesos necesarios para

la coITecta, funcionalidad neuronal, con inplicancias que abarcan procesos cognitivos complejos

como el aprendizaje y la memoria. A continuaci6n abordaremos la participaci6n de los canales

RyR en la potenciaci6n a larga duraci6n.

1.1.1.    Receptores de Ryanodina y Potenciaci6n de Larga Duraci6n

El incremento abrupto y sostenido de la eficiencia de ]a transmisi6n sinaptica en respuesta

a estimulaci6n  de  alta frecuencia se  conoce  como  potenciaci6n  de  larga  duraci6n  (Imp).  La

IJTP puede durar desde horas, hasta meses  (Abraham, 2003). Adicionalmeute, el aprendizaje

induce IJTP en ratas (Whitlock et al., 2006), sugiriendo que ]a IJTP tiene un inportante rol en

el aprendizaje y memoria (Bliss and Collingridge, 1993). La LTP puede ser dividida en rna face

de inducci6n o S-IJTP con alrededor de 20 minutos de duraci6n, una fase temprana (ELLTP) con

una duraci6n de 3 horas y una fase tandia (LLTP) que permite a la potenciaci6n mantenerse

por espacios temporales rna;yores,  alcanzando dias e incluso semanas  (Huang et al.,  1996).  La

inducci6n de la LTP tiene como mecanismo primario la activaci6n de los receptores ionotr6picos

de  glutamato tipo  N-metil  D-aspautato  (NMDA),  1o  cual requiere  la liberaci6n previa de  su

bloqueo por magnesio (Nicoll and Roche, 2013).

La estimulaci6n de fibras presinapticas determina la liberaci6n de glutanato hacia la hendi-

dura sinaptica. El glutana,to activa ]os receptores ionotr6picos tipo deido alfaramino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazolpropi6nico (AMPA) , determinando el ingreso de sodio al terminal post-sinaptico,
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generando su despolarizaci6n. La despolarizaci6n libera el bloqueo por magnesio de los recep-

tores NMDA permitiendo su apertura y cousecuente ingreso de calcio al terminal.  El rapido

aumento de calcio intracelular determina la activaci6n de enzimas, resultando de particular im-

portancia la quinasa calcio/calmodulina dependiente tipo 11 (CaMKII) y la proteina quinasa C

(PKC). Estas quinasas son determinantes en la inducci6n de la LTP y la autofosforilaci6n de

CaMKII es crucial para la mantenci6n de la ELLTP (Lisman et al., 2012; Sacktor et al.,1993).

La L-LTP comprende la extensi6n de la HLTP en el tiempo, requiriendo la transcripci6n activa

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

Existen diversos paradigmas de estimulaci6n para inducir LTP, sin embargo, todos coinciden

en el aumento en la concentraci6n de calcio intracelular como evento determinante en la induc-

ci6n. La, capacidad de los canales RyR de producir CHCR ha llevado a explorer su participaci6n

en la LTP, sugiri6ndose que los canales RyR pueden amplificar la sefial de calcio generada por

el receptor NMDA  (Ra,ymond and Redman,  2006).  Asf, una estimulaci6n sub-umbral que da

origen a S-IJTP  en rebanadas de hipocanpo,  puede dar paso a una E-Iffp  por medio de la

activaci6n de los canales RyR a trav6s de la incubaci6n de las rebanadas con una concentraci6n

activadora de ryanodina (Grigoryan et al., 2012) , sugiriendo que los canales RyR pueden alterar

los requerimientos para la inducci6n de LTP  (Wang et al.,  1996). En esta misma lfnea, cuando

se bloquean los canales RyR se pudo establecer que rna fracci6n importante de la sefial de calcio

inducida por estimulaci6n de alta fi.ecuencia es producto de la CICR (Alford et al.,  1993). En

particular, la CICR inducida por actividad sinaptica en espinas dendrfticas del area 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

la inducci6n de la LTP, permitiendo abordar su papel en memoria y aprendizaje. La inyecci6n

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 retenci6n de memoria

en una prueba de evitaci6n pasiva (Ohnuki and Nomura,  1996).  En esta prueba los aninales

reciben un choque el6ctrico al ingresar a una cfmara oscura, aprendiendo a pemanecer en una

camara iluminada adyacente por un tiempo fijado por el experimentador (Criterio de Latencia).

La prueba de evita,ci6n pasiva es un paradigma de aprendizaje emocional asociativo en donde



el animal toma una decisi6n, evitando o ingresando a un compartimiento oscuro, en el cual ha

experimentado un estimulo aversivo. La respuesta observnda en la prueba de evitaci6n pasiva

puede darse como producto de un condicionamieuto formado por claves multiseusoriales repre+

sentando un ambiente complejo. Esto ha conducido a evaluar el rol del hipocampo en la prueba

de evitaci6n pasiva, encoutrindose que la inactivaci6n reversible del hipocampo disminuye el

tielnpo  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 camara iluminada durante una prueba de retenci6n de memoria,

mientras que la inyecci6n ICV de dantroleno determina que el criterio de latencia no se alcance.

Asf mismo, la inyecci6n ICV de dantroleno, aumenta el ndmero de errores en un laberinto radial

de ocho brazos  (Ohnuki and Nomura,  1996), en esta prueba los brazos del laberinto cuentan

con rna 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 oligonucle6tidos antisentido para disminir los

niveles de RyR1, RyR2 y RyR3, encontrando que la disminuci6n de RyR2 y RyR3, pero no de

RyR1, determina una menor retenci6n de memoria en una prueba de evitaci6n pasiva.

1.1.3.    Regulaci6n de la Actividad Thanscripcional de RyR2 y RyR3

Los isotipos 2 y 3 del receptor de ryanodina son expresados en el sistema nervioso central

y como se ha expuesto,  ambos juegan un papel en lnemoria y  aprendizaje.  Sin embargo,  la

regulaci6n de su expresi6n parece estar dirigida de manera independiente, encontrindose que el

trataniiento cr6nico con nicotina induce la expresi6n de Ryr2 en la corteza (Ziviani et al., 2011).

As{ mismo, el trataniento con cocan'na determina un incremento de la expresi6n de Ryrl y Ryr2

en la corteza frontal, est;e aumento pudo ser prevenido por el tratamiento con un antagonista

selectivo de los receptores de dopamina D1  (Kuroha;wa et al., 2011). En humanos, un estudio

post-mortem de pacientes con inpedimento cognitivo leve y enfermedad de Alzheiner en etapas

tempranas mostr6 un incremento en la expresi6n de Ryr2, en el primer grupo,  mientras que

en los pacientes con Alzheimer se encontr6 un aumento en la expresi6n de Ryr3 (Bruno et al.,

2012). Por otra parte, animales que sobre-expresan la subunidad NR2B del receptor NMDA, la

cual es blanco de fosforilaci6n por parie de CaMKII, presentan rna,yores niveles de expresi6n de

Ryr3 en el hipocampo, 1o que resulta de particular importancia ya que estus aninales muestran
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mejores rendimientos en pruebas de memoria y aprendizaje  (Li et al., 2011).  Estos resultados

que, a pesar de su participaci6n conjunta en procesos de memoria y aprendizaje, es posible una

regulaci6n transcripcional diferencial para Ryr2 y Ryr3 en regiones del cerebro donde ambas

isoformas son expresadas.  No obstante, los mecanismos de regulaci6n transcripcional de estos

canales no ham sido estudiados en detalle.

1.1.4.    Canales RyR y Formaci6n de Espinas Dendriticas

Los procesos cognitivos complejos como la memoria y aprendizaje se encuentren asociados

a fen6menos de plasticidad neuronal,  un ejemplo es la ya mencionada potenciaci6n de largo

plazo.  Otro fen6meno de plasticidad neuronal de interes para, procesos cognitivos complejos es

la plasticidad estructural, refiriendose 6sto  a la remodelaci6n de espinas dendrfticas de forma

dependiente de la actividad neuronal. Asf , se tiene que tratamientos con Kcl son capaces de

incremeutar la formaci6n de espinas dendrfticas, mientras que el silenciamiento neuronal con

TTX conduce a rna disminuci6n del ninero de las Inismas (MCAllister, 2000). De esta forma es

interesante abarcar la relaci6n entre los canales RyR y ]a remodelacion de espinas dendrfticas.

Es importante sefialar que la remodelaci6n de espinas dendrfticas mediada por la neurotrofina

derivnda 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). Asf mismo, experimentos  ¢7L rifro hen mostrado que

el incremento de espinas dendrfticas determinado por el neurot6xico PCB 95 (pentaclorobifenil)

requiere de los canales RyR  (Lesiak et  al.,  2014). Es interesante que el mecanismo de acci6n

conlleve la sobreexpresi6n del micro ARN  132  (miR132), un microRNA implicado en diversas

conductas y enfermedades neurol6gicas. El miR132 ha mostrado tener como blanco a diferentes

mensajeros, entre ellos cabe destacar a la proteina de union a citosinas metiladas 2, Mecp2 (Klein

et al. , 2007) , protefna de iuteres para esta tesis, y la, proteina activndora de la actividad GTpasa,

P250GAP (Wayman et al., 2008). P250GAP es un regulador negativo de la formaci6n de espinas

dendrfticas per medio de su rol activndor de la actividad GTpasa de Racl. Racl es una Rho

GTpasa pequefia y en su forma activa, GTP-Racl, coutribuye a, la remodelaci6n de actina vi'a

Racl-PAK. La activaci6n de su actividad GTpasa por P250GAP favorece la forma inactiva de

Racl, GDP-FLacl, poniendo limite a la remodelaci6n de actina por la via Racl~PAK. Asf, se ha

descrito que los canales RyR median los aumentos de calcio que son necesarios para incrementar
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Sin Estimulaci6n

Figura 1.1.1: Esquema de la contribuci6n de los canales RyR a la formaci6n de espi-
nas dendriticas:  Se representa la via sinaptog6nica Racl-PAK. En ausencia de estimulaci6n
P250GAP inhibe la actividad de la via. En actividad neuronal los cana,les RyR resultan deter-
minantes  para la activaci6n  de  la vi'a sinaptogchica,  ya que  sus  diferentes  isotipos  median la
contribuci6n de  calcio  que permite la sobreexpresi6n  del micro  RNA132.  El  miR132  suprilne
al  mensajero  de  P250GAP  dando  lugar  a la  activaci6n  de  la via Racl-PAK,  favoreciendo  la
formaci6n de espinas dendrfticas. Esquema modificado de Lesick et al.  (2014)

los niveles de miENA132, conduciendo a la degradaci6n del mensajero de p2JOGAP. La supresi6n

de  este  regulador  negativo  de  la sinaptog6nesis  determina un  incremento en  la formaci6n  de

espinas  dendrfticas  (Figura  1.1.1).  Es  mds,  ensayos  con  ARN  interferentes  muestran  que  la

disminuci6n de los canales RyR imposibilita la formaci6n de espinas dendrfticas inducida por

PC895,  llevando  a los  autores  a sugerir  que los canales  RyR pueden  mediar la formaci6n de

espinas dendrfticas en  forma actividad dependiente  (Ijesiak et  al.,  2014),  dando sustento  a la

hip6tesis de esta tesis.

1.1.5.    Participaci6n de RyR3 en Procesos de Memoria y Aprendizaje

Para distinguir la funcionalidad isotiporespecffica de RyR3 es necesario recurrir a resultados

obtenidos en  animales  mutantes  nulos  que carecen  de  este  isotipo del receptor de ryanodina.

Estos animales mostraron discapacidedes en pruebas de condicionamiento de miedo contextual

y en pruebas de evitaci6n pasiva (Kouzu et al., 2000). Asi mismo se determin6 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 RyRI en el rendimiento de
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diversas pruebas conductuales. De forma. concordante, Balschun et al. (1999) mostraron que una

estimulaci6n d6bil del area CAl del hipocampo produce LTP en animales silvestres, mientras

que la misma estimulaci6n en animales  carentes  de RyR3 no logra inducir rna potenciaci6n

sostenida en el tiempo, dando un sustento a ]as deficiencias conductuales observadas. Ademds,

RyR3 ha sido implicado en otra forma de inducci6n de LTP, d emostrindose que este isotipo

es necesario para la inducci6n de LTP por el ani6n super6rido (Huddleston et al., 2008). Todos

estos  antecedentes sugieren  que esta isoforma,  enriquecida en hipocampo,  cumple un rol en

los procesos de inducci6n y mantenci6n de la LTP, ademds de participar en el rendimiento de

ejercicios conductuales de memoria y aprendiza,je, haciendo de RyR3 un blanco interesante de

estudio a nivel de sistema nervioso central.

A continuaci6n se presentara un mecanismo que puede favorecer la regulaci6n del isotipo 3

del receptor de ryanodina en funci6n de la actividad sinaptica, permitiendo ademds abordar rna

posible regulaci6n diferencial de Ryr2 y Ryr3.

1.2.    Epigen6tica y cromatina

El concepto epigen6tica deriva del original "epigenotipo" planteado en 1942 por el Dr. Conrad

Waddington y que hace menci6n a los procesas complejos que tienen lugar entre el genotipo y el

fenotipo. Con esta base, la epigen6tica se comprende boy de manera mucho mds amplia, 1legando

a definirse como un tipo de memoria gen6tica que determina cambios estables en la expresi6n

96nica, sin involucrar cambios en la secuencia del acido desoxirribonucleico (ADN) (Jiang et al. ,

2008).  Bajo  este concepto resulta clave  cousiderar  que  el proceso de transcripci6n no  ocune

sobre una hebra de ADN desnuda.

La cromatina es el templado funcional sobre el cual se regula la expresi6n g6nica. La cro-

matina consiste de ADN enrollado sobre nucleosomas y en adici6n a brindar un primer nivel de

protecci6n al ADN, los nucleosomas regulan el acceso de factores de transcripci6n a los promo-

tol.es. Los nucleosomas estin compuestos por 146 pares de bases de.ADN eurollados  1.7 veces

sobre un octanero de histonas conteniendo dos Copies 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 aprorimadamente 200 pares de bases de ADN. Estas regiones son estabilizadas por

la interacci6n de la histona Hl con el ADN (Misteli et al., 2000). La cadena resultante de este
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arreglo peri6dico de nucleosomas puede formar estructuras de orden superior, conformando una

fibra solenoidal de 30 nm. La histona Hl es componente activo de esta fibra, determinando su

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

1.2.1.    Modulaci6n de la Estructura de la cromatina

Resulta inportante 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 rna subunidad motora ATP-

dependiente y son capaces de alterar la posici6n y/o estabilidad de los nucleosomas (Bao and

Shen,  2007;  Lusser  and  Kadonaga,  2003).  Los  complejos  SWI/SNF  poseen  ]a,  capacidad  de

unirse a nucleosomas hiperacetilados e interrumpir momentaneamente 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 heterocromar

tina y facilitar su replicaci6n (Barck et al., 2003). La falnilia Mi2/NurRD esta involucrada en

la represi6n transcripcional (Bowen et al„ 2004). Los complejos que contienen INO80 o SWRI

como ATpasa Lan sido relacionados con el reemplazo de la histona, H2A por ]a, variante H2A.Z

(Mizuguchi et al., 2004).

Las histonas H2A, H2B y H3 presentan diferentes isotipos codificados per diferentes genes,

sin embargo, estas variantes difieren en pocos residuos. La funcionalidad de las variantes puede

clasificarse segrin su patr6n de expresi6n dando origen a tres grupos generales. Un gnipo replicar

ci6n dependiente, en donde las variantes de las histonas son incorporadas siguiendo la replicaci6n

del ADN.  Un grupo replicaci6n y ciclo celular independiente y un grupo donde la incorpora-

ci6n de las variantes es tejido especffica  (Doenecke et al.,  1997). Las variantes de las histonas

proporcionan heterogeneidad quinica y funcional a la cromadina. Por ejemplo la histona H3.3

aumenta la dinamica de la cromatina y esta asociada a, la transcripci6n activa (Daury et al.,

2006);asiniismolahistonaH2A.Zseubicapreferentementeenlaregi6npromotora(Guillemette

and Gaudrea,u, 2006).

El extremo amino terminal de las histonas queda expuesto en la superficie del nucleosoma,

tomandolo en blanco de diversas modificaciones post-traduccionales.  Estas modificaciones in-

cluyen la mono, doble o triple-metilaci6n de lisinas y la, mono o doble-metilaci6n de argininas,

acetilaci6n de lisinas y fosforilaci6D de serinas y treoninas (T\imer, 2005). Las modificaciones son
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introducidas y removidas de manera especffica, asi la acetilaci6n de histonas es llevnda 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 actdan sobre lisinas

o argininas, mientras que esta modificaci6n es revertida de manera especifica, dependiendo del

substrato y del nivel de metilaci6n. Por ejemplo, la, de-metilasa especifica de lisinas (LSD1), es

ca,paz de de-metilar la histona H3 mono y doble-meti]ada en ]a 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 acetilaci6n de lisinas, constitnyendo la modificaci6n de histonas mejor

caracterizada en su asociaci6n con cromatina activa y activaci6n g6nica (Hansen et al., 2010).

Se tiene entonces un contexto altamente organizado y dininico en el cual se lleva a cabo la

expresi6n g6nica. Este contexto estf lejos de permanecer coustante en el tiempo, ya que es some-

tido a constantes modificaciones estructurales, cada iina de las cuales se encuentra estrechamente

regulada.  Todos estos factores mencionados, juegan importantes roles en la determinaci6n de

los niveles de expresi6n g6hica, permitiendo o imposibhitando el acceso de la maquinaria trams+

cripcional a los promotores de manera dinamica en respuesta a los requerimientos celulares. Sin

embargo, ]a modificaci6n cowlente del ADN en la cromatina tambi6n es capaz de influenciar la

transcripci6n. Es en esta modificaci6n donde centraremos nuestra atenci6n a continuaci6n.

1.2.2.    Metilaci6n del ADN

La modificaci6n del ADN, a travts de la adici6n de un grupo metilo en la posici6n 5i de las

Citosinas ubicadas en un dinuc]e6tido CpG palindr6mico (5mecpG), es cousiderada rna, marca

epigen6tica. En el genoma de los mamfferos, la distribuci6n de dinucle6tidos CpG se observa a

una tasa menor de la esperada en base a la frecuencia de ocurrencia de los nucle6tidos a y G.

Sin embargo, los dinucle6tidos CpG se encuentran enriquecidos en la regi6n -400/+400 del sitio

de inicio de la transcripci6n (Aerts et al„ 2004). Este enriquecimiento se debe a la. presencia de

isles CpG, regiones de mds de 200 pares de bases con un alto contenido de nucle6tidos citosinas

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

En las regiones con baja frecuencia de dinucle6tidos  CpG,  se observa que las  citosinas se

encuentran metiladas, mientras que las islas CpG ubicadas en la regi6n pr6rima al sitio de inicio
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de la transcripci6n se encuentran libres de metilaci6n, conformando regiones hipometiladas del

genoma (Rollins et al., 2006). Ast, el genoma cousta de regiones cortas, de menos de 4000 pares

de bases, libres de metilaci6n que se encuentran inmersas en largos dominios metflados. 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  metilaci6n  (Ooi  and

Bestor,  2008).

La metilaci6n de las citosinas se neva a, cabo por la acci6n de las proteinas ADN meti]o-

transfel.asas (DNMTb) , en particular DNMT1, DNMT3a y DNMT3b. Estas proteinas compact;en

el mecanismo catalftico utilizando S-adenosil-Ij-metionina (SAM) como donante del grupo metilo

(Bestor,  2000;  Goll and Bestor,  2005). DNMTl  actda preferentemente sobre substratos hehi-

metilados y se localiza en el frente de replicaci6n (Leonhardt et al., 1992) manteniendo el patr6n

de metilaci6n en la hebra de ADN naciente. Las proteinas DNMT3a y DNMT3b acttian sobre

ADN no metilado y hemi-metilado con silnilar eficiencia y son cousideradas respousables de

la metilaci6n de novo  del ADN;  sin embargo,  se ba descrito la interacci6n entre DNMTl  y

DNMT3a durante la metilaci6n de novo, sugiriendo un rol para DNMTl en el proceso (Fatemi

et al.'  2002).

La metilaci6n de las citosinas provoca canbios en el surco rna,yor del ADN,  alterando la

interacci6n entre proteinas y el ADN. A pesar de este canbio, existen proteinas con dominios

capaces  de reconocer  las  regiones  metiladas  del ADN  de  manera especffica,  conocidas  como

proteinas de uni6n a 5mecpG (MBP). El dominio de uni6n a 5mecpG (MBD) fue caracterizado

inicialmente en la proteina Mecp2 (Nan ct al., 1993) y es compartido por las proteinas MBD1,

MBD2, MBD3 y MBD4. Estas MBP, exceptuando a MBD3, pueden unirse a 5mecpG y reclutar

difereutes  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 cousiderar la

metilaci6n del ADN como una marca epigen6tica asociada a la, represi6n g6nica.

1.2.3.    Relevancia Funcional de la Metilaci6n

El rol de la metilaci6n del ADN ha dest,acado en procesos como la inactivaci6n del cromosoma

X, la diferenciaci6n celular y la supresi6n de los transposones (AItun et al., 2010; Gon and Bestor,

2005; Jones and Talrai, 2001; Tycko, 2010). La metilaci6n de las citosinas determina, un cambio
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en las interacciones entre el ADN y las proteinas, inhibiendo la interacci6n secuencia-especffica

de factores de transcripci6n con la regi6n promotora de genes blanco. Asf mismo, la metilaci6n

puede reclutar proteinas MBD, las cuales pueden alterar el estado de la cromatina a trav6s de sus

interacciones con proteinas remodeladoras asociadas al silenciamiento g6nico (Jones and Talrai,

2001).  Sin embargo, suponer que la metilaci6n del ADN es sin6nimo de silenciar la expresi6n

96nica es una sobre-simplificaci6n del sistema.  Para comprender esto se destacan los estudios

de expresi6n g6nica realizados en animales nulos para Mecp2. Estos estudios muestran genes

cuya expresi6n incrementa y que por ende permiten sostener el modelo simplista en el que la

Inetilaci6n actda como un silenciador de la expresi6n g6nica. Sin embargo, tambien se encontr6

un  gran  ninero  de  genes  cuya expresi6n  se ve reducida,  esto  riltimo  es  cousistente  con un

modelo  en el cual  Mecp2  acttia como  activndor de ]a transcripci6n  (Urdinguio  et  al.,  2008).

Esto es corroborndo por modelos murinos en los cuales se sobre-expresa Mecp2,  obteni6ndose

un aumento en la expresi6n de genes blanco. Este efecto es mediado por la interacci6n entre

Mecp2 y CREB1  (Chahrour et al., 2008). Asf, se tiene que el rol de la metilaci6n de citosinas

en la regulaci6n de la transcripci6n de un gen determinado no puede ser deterl]inado a prio7i..

A pesar de la gran cantidad de informaci6n disponible, resulta imposible asociar ]a metilaci6n

de rna citosina a una funci6n sin llevar a cabo un estudio detallado.

Recientemente se describi6 que la respuesta transcripcional del gen pS2 en respuesta a es-

tr6geno conlleva cambios ciclicos en los niveles de metilaci6n en su I.egi6n promotora. Para esto,

se silenci6 la actividad del promotor manteniendo el cultivo libre de estr6geno por tres dr'as.
'nanscurrido este tiempo, se agreg6 estr6geno y se tomaron muestras cada diez minutos por un

periodo de tres horas, obserwindose incrementos en los niveles de meti]aci6n del promoter a los

20 y 120 minutos.  Asf, cuando pS2 esta transcripcionalmente activo, el ADN es metflado tras

la ocupaci6n cielica del promotor por el receptor de estr6geno alfa y por la ARN polimerasa

11. Resultados y cin6ticas similares se obtuvieron para diferentes pl`omotores y bajo diferentes

metodologi'as para sincronizar la actividad transcripcional (Kangaspeska et al., 2008). Estos re-

sultados permiten comprender la metilaci6n del ADN no solo como rna marca epigerfetica capaz

de reprimir o activar la transcripci6n gerica, sino como parte inherente de la transcripci6n cfclica

del gen pS2  (M6tivier et al., 2008).

El papel dininico y fundamental de la metilaci6n del ADN queda expuesto a cabalidad por

enfermedades como el sindrome de inmunodeficiencia, inestabilidad centromerica y anormalida-
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des faciales (ICF) y el sfndrome de Rett (RTT). El sindrome ICF (OMIM 242860) se caracteriza

por la reducci6n en el nivel de inmunoglobulinas,  alteraciones faciales leves y per mostrar la

heterocromatina yuxtacentrom6rica alargada en los cromosomas metafasicos. Este sindrome es

ca,usado 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 sindrome 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 desarollan normalmente hasta los 6-18 meses de

edad, luego de esto comienza un estancamiento del desarrollo, destac6ndose la disminuci6n del

crecimiento de la cabeza que da origen a una microcefalia.  A medida que el sfndrome progre-

sa, comienza una etapa de regresi6n, en la cual el deterioro determina caracteristicas autistas,

anormalidades motoras y retardo mental (Chalirour and Zoghbi, 2007). Diferentes modelos mu-

rinos de RTT muestran alteraciones en la funcionalidad sinaptica, observanduse que aninales

sintomaticos son incapaces de mostrar potenciaci6n de largo t6rmino (LTP) en el area CAl del

hipocampo. Es iuteresante notar que estas alteraciones no fueron observadas en animales j6venes

no sint6maticos, dando un sustento a nivel neurofisiol6gico a ]a regresi6n caracteristica de este

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

1.3.    Proteina de Union a Citosinas Metiladas 2

La prcteina de uni6n a citosinas metiladas 2 (Mecp2) pertenece a la, fahilia de proteinas MBP

y esta codificada por el gen fl4lecp2, el cual posee cuatro exones que dan origen a dos isoformas

de la proteina.  Sin embargo, recientemente se demostr6 que la re-expresi6n isoforma-especffica

de Mecp2 revierte el fenotipo asociado al sindrome de Rett, que se define mis adelante  (Ken

et al., 2012). La proteina Mecp2 esta compuesta por tres dominios: el dominio MBD, un dominio

de represi6n trauscripcional  (TRD)  y un dominio  C- I;erl]rinal.  El dominio MBD es necesario

y suficiente para ]a interacci6n con 5mecpG en diversos contextos de secuencias de ADN (Flee

et al.,  2001).  El dominio TED recluta complejos represores y proteinas HDAC, por lo qiie su

actividad  represora  recae  en la  capacidad  de  remodelar ]a cromatina  (Nan  et  al.,  1998).  El

dominio C terminal facilita la interacci6n de Mecp2 con los nucleosomas y con el ADN desnudo

(Chandler et al.,  1999).
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Esta diversidad de funciones hacen de Mecp2 rna protefna que integra informaci6n epigerfe-

tica como la metilaci6n del ADN para acoplarla a la expresi6n de genes blanco. Adicionalmente,

se ha descrito que Mecp2 reprime la transcripci6n g6nica de manera independiente de las HDAC

(Yu et al., 2000). En esta misma lfnea se demostr6 que Mecp2 previene la formaci6n del complejo

de pre-iniciaci6n de la transcripci6n, interactuando con la maquinaria basal de la transcripci6n

(Kaludov  and Wolffe,  2000).  Recientemente  se ha descrito  que en  adici6n  a su funcionalidnd

como represor transcripcional, Mecp2 es capaz de activar la actividad transcripcional de genes

como somatostatina y Pomc, demustrindose que Mecp2 interactda con co-activndores, destar

cindose  la interacci6n  con la  1  (CREB1).  Esta interacci6n muestra un efecto sin6rgico sobre

la actividad transcripcional de los genes blanco.  Se tiene entonces un panorama en que la me-

tilaci6n del ADN puede imposibilitar el acceso de factores de transcripci6n  a log promotores.

Esto puede ocurrir por la sola presencia de isles CpG metiladas o por la interacci6n de tstas

con Mecp2,  posicionando la metilaci6n  del ADN como un factor relevante en el estudio de la

regulaci6n de la expresi6n genica (Chahrour et al., 2008).

1.3.1.    Regulaci6n de Mecp2 por Actividad Neuronal

Estudios llevndos a cabo en rat6n hen mostrado que la proteina Mecp2 se expresa en el sis-

tema nervioso central, alcanzando sus niveles mds altos de expresi6n en neuronas post-mit6ticas

(Balmer  et  al.,  2003).  Esto,  sumado  a  la  recuperaci6n  del  fenotipo  asociado  al  sindrome  de

Rett por la re-expresi6n de Mecp2 en neuronas post-mit6ticas en mode]os murinos (Luikenhuis

et al., 2004), sugieren un rol para Mecp2 como un regulador selectivo de la expresi6n g6hica en

neuronas.

El factor neurotr6fico derivndo del cerebro (BDNF) tiene un importante rol en el desarrollo y

mantenci6n del sistema nervioso central, promoviendo tanto el desarrollo y crecimiento de nuevas

neuronas  como  su  interacci6n  por  medio  de  conecciones  sinapticas,  modula,ndo  la  actividad

y  plasticidad  sinaptica.  La  estructura  del  gen  Bd7rf  de  rata  esta  bajo  el  control  de  cuatro

promotores que dan origen a al menos ocho meusajeros diferentes  (Timmusk et al.,  1993).  El

aumento en la concentraci6n de calcio intracelular activa al promotor Ill de Bdnf (Tao et al.,

1998); esta activaci6n involucra la fosforilaci6n calciodependiente de Mecp2 (Chen et al., 2003).

Mecp2 se encuentra unida al promotor del ex6n Ill en condiciones basales, sin embargo, ante

la despolarizaci6n de la membrana, se gatilla la fosforilaci6n de Mecp2 en la serina 421  (S421);
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esto libera a Mecp2 del promotor, permitiendo su trdscripci6n (Chen et al., 2003; Zhou et al.,

2006).  Diversos paredigmas ban mostrado inducir la fosforilaci6n en S421, entre los cuales se

destaca la estimulaci6n el6ctrica de alta frecuencia y los entrenamientos conductuales, resultando

de particular importancia que la, mutaci6n puntual que imposibilita la fosforilaci6n en la S421,

determina una mayor uni6n de Mecp2 con sus promctores blanco (Li et al., 2011). Los trabajos

presentados anteriormente son corroborados con la observaci6n de modelos murinos del sindrome

de Rett, los cuales muestran niveles normales de BDNF durante la etapa pre-siutomatica del

sindrome, dan paso a rna disminuci6n de los niveles con el comienzo de la sintomatologi-a (Sun

and Wu, 2006). Asf,1a sobreexpresi6n de BDNF en estos animales revierte parte de su fenotipo

(Chang et al.,  2006), sugiriendo que parte de las alteraciones que componen el RTT pueden

deberse a una regulaci6n transcripcional an6mala debido a la, ausencia de ulio de sus reguladores

transcripcionales basales, Mecp2.

Otra modificaci6n post-traduccional importante para comprender ]a regulaci6n actividad-

dependiente de Mecp2 es su fosforilaci6n en la, serina 80 (S80). Esta fosforilaci6n es regulada de

manera inversa a la fosforilaci6n en S421. Asi, la despolarizaci6n inducida por el tra,taniento con

Kcl determina, una disminuci6n de los niveles de fosforilaci6n en S80 (Tan et al., 2009). La, mutar

ci6n S80A determina menores niveles de interacci6n de Mecp2 con promotores de genes blanco,

teni6ndose entonces que en estado de reposo la S80 se encuentra fosforilada, fa,voreciendo la in-

teracci6n de Mecp2 con promotores de genes blanco. Los animales que poseen la mutaci6n S80A

exhiben una reducci6n de la actividad locomotora a la mitad de la presenta,da por los aninales

silvestres. En contraste la mutaci6n S421A determina un incremento en la actividad locomotora,

sugiriendo que estas fosforilaciones tienen efectos diferentes y, probablemeute opuestos sobre la

funcionalidad de Mecp2 (Chao and Zoghbi, 2009).

La capacidad de regular la funcionalidad de Mecp2 de manera actividad-dependiente, Lace

de Mecp2  un regulador transcripcional interesante.  Ademds se  debe sefialar  que los modelos

murinos de Sindrome de Rett presentan diversas alteraciones, entre enas debemos destacar los

problemas  en  la  homeostasis  de  calcio  (Kron  and  Mtiller,  2010;  Mironov  et  al.,  2009)  y  las

alteraciones en aprendizaje, memoria y LTP inducida en el area CAl del hipocampo (Moretti

et al.' 2006).
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1.3.2.    Mecp2 y potenciaci6n de Larga Dul.aci6n

En cuanto a la relaci6n entre Mecp2 y la plasticidad sinaptica, se destaca la, caracterizaci6n de

losanimalesmutantesnulosparaMecp2realizadaporAsakaycolaboradores(Asalraetal.,2006).

Estos animales mostraron una disminuci6n significativa en la facilitaci6n por pulses pareados,

sugiriendo rna rna,you liberaci6n de neurotransmisor en los animales nulos. La expresi6n de las

subunidades  del receptor NroA tambi6n mostr6  diferencias,  encontrinduse disminuldos los

niveles de la subunidad NR2A, mientras que los niveles de la subunidad NR2B se encontraron

aumentados.  La expresi6n de otras proteinas propias de la arquitectura pre y post sinaptica

evaluadas por Asalra et al.  (2006) fueron indistinguibles entre el animal silvestre y los aninales

nulos para Mecp2. Consistente con estas observaciones, se encontr6 `que las propiedades basales

de la neurotransmisi6n no se ven afectadas  en los  animales nulos para Mecp2,  observindose

rna curva estinulo-respuesta. y una potenciaci6n post-tetanica indistinguible de las respuestas

obtenidas para los animales silvestres. A pesar de esto, existe un deterioro en la LTP inducida

tanto por estimulaci6n en rafagas theta como por estimulaci6n de alta frecuencia en la sina,psis

CA1-CA3 en animales sintomaticos, observindose que la potenciaci6n cae a niveles basales tras

alrededor de rna hora de registro, datos que concuerdan con lo obtenido para la IJIP inducida

en rebanadas de corteza somatoseusorial  (Asaka et al., 2006; Lonetti et al., 2010; Weng et al.,

2011).

1.4.    Plasticidad Dependiente de la Experiencia

La dependencia de la estinulaci6n externa es necesaria para el desarrollo y mantenci6n de

los circuitos neuronales en su aapecto mds fino y funcional. As{, por ejemplo, el desanollo de la

sinapsis retinogericular murina, conlleva al memos tres etapas. Las dos primeras son intrfusecas y

no requieren la estinulaci6n visual. En estas etapas se incluyen el desamollo de las proyecciones

axonales y formaci6n de las sinapsis. La segunda, etapa requiere actividad espontinea de las

neuronas que participan de este circuito, permitiendo la eliminaci6n de sinapsis innduras. La

terceraetapanoesunfen6menoneuronalintriusecoysolopuededarsepormediodelaexposici6n

a la experiencia visual  (Noutel et al., 2011). Esta etapa representa el fen6meno de plasticidad

dependientedelaexperiencia,endondelosprogramasintn'usecossoncomplementadospormedio

delaexperienciaseusorial,permitiendoelrefinanientodeloscircuitos.EsinteresantequeMecp2
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participe activamente de la plasticidad dependiente de la experiencia, llegando a sugerirse que las

principales caracterfsiticas del sindrome de Rett surgen como cousecuencia de la imposibflidad

de  llevar  a  cabo  las  modificaciones  inducidas  por  medio  de  la  plasticidad  dependiete  de  la

experiencia.  Asf,  en el e].emplo planteado,  la sinapsis retinogenicular presenta alteraciones  en

los animales nulos para Mecp2. Sin embargo, las alteraciones encontradas Ilo ocurren durante el

desarrollo intn'nseco y se limitan exclusivamente a la tercera etapa del desarrollo, la, etapa que

requiere de la experiencia  (Noutel et al.,  2011).  El fen6meno de plasticidad dependiente de la

experiencia continda, presentinduse arin en la eta,pa adulta, y es parte importante del aprendizaje

y formaci6n de nuevas memorias. Asf debemos considerar que el RTT es reversible en ratones

adultos, ass la re-expresi6n de Mecp2 en ratones permite una robusta recuperaci6n del fenotipo

asociado  a este  sindrome  (Guy et  al.,  2007;  Kerr et  al.,  2012),  sugiriendo  que este sfndrome

no encuentra su fundanento en problemas neurodegenerativos y que los genes necesarios para

dar origen a los fen6menos asociados con la plasticidad sinaptica, se encuentran intactos pero

silentes en este modelo murino. As{, la recuperaci6n fenotfpica sugiere que la regulaci6n de estos

genes silentes puede ser recuperada activamente en neuronas. A continuaci6n se presentara un

paradigma ampliamente utilizado para inducir plasticidad dependiente de la experiencia.

1.4.1.    Enriquecimiento Ambiental

El enriquecimiento ambiental (EE) es rna modificaci6n de las condiciones estindar para la

mantenci6n de animales de laboratorio definida inicialmente como  «una combinaci6n comple-

ja de estimulaci6n social e inanimada». EI EE tfpicamente considera jaulas mds grandes de lo

normal, un grupo mayor de animales, objetos de difereutes 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 estimulaci6n sensorial y cognitiva, ademds

de posibilitar la existencia de conductas sociales mds complejas, promoviendo en consecuencia

la conducta exploratoria espont6nea (Baroncehi et al., 2010).

EI EE causa diversos efectos a nivel conductual y fisiol6gico, tanto para animales silvestres

como en modelos de diversas enfermedades. Asf el EE determina un incremento en los niveles

de neurotrofinas como BDNF y el factor de creciniieuto de nervios  (NGF)  (Ickes et al., 2000).

Estructuralmente, el EE aumenta tanto la arborizaci6n dendrftica como el ninero de espinas

dendrfticas  (Resin et  al.,  2011;  T\imer et al.,  2003),  Ilegando recientemente a demostrarse  67i
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nduo que el EE incrementa la densidad y la tasa de recambio de espinas dendrfticas  (Jung and

Herms, 2014). A nivel celular, se observa un incremento en la expresi6n de proteinas propias de

la arquitectura sinaptica, como PSD-95 y Sinaptofisina (Nitbianantharajah et al.,  2004) y un

cambio en la expresi6n de ]as subunidades de los receptores NMDA y AMPA, favoreciendo la

dinamica de ensamblaje y trafico de receptores (Ncka et al., 2005; Tang et al., 2001), determi-

nando rna pofenciaci6n de la IJTP inducida en la sinapsis CA3~CA1 (Artola et al., 2006; Dufty

et al., 2001). Estos cambios fisiol6gicos estin acompafiados por un mejor desempefio en pruebas

conductuales como el 1aberinto acuatico de Moris  (Kempermann et al.,  1997) y la extinci6n

del  miedo  inducido  por  condicionamiento  al  contexto  (Tang  et  al.,  2001).  Se tiene  entonces

que el EE, como modelo de estimulaci6n cognitiva, seusorial y motora, ha demostrado inducir

plasticidad sinaptica dependiente de la experiencia,  tart;o a nivel estructural como funcional

(Nithianantharajah and Haman, 2006).

1.4.2.    Enriquecimiento Ambiental y Enfermedades Neurol6gicas 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 ben6fico sobre diversas enfermedades neurol6gicas

que comparten la disminuci6n de la plasticidad sinaptica como rasgo caracteristico, siendo esto

producto de la alteraci6n 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 trav6s

de uno de sus principales modeles se ha podido dar cuenta del efect;o del enriquecimiento sobre

parametros conductuales, morfol6gicos y moleculares. Asi, para animales nulos para Mecp2, el

EE determina rna normalizaci6n de los niveles de BDNF, alcanzando los niveles de log animar

les silvestres mantenidos  en condiciones  estindar.  Ademds se  observ6 una recuperaci6n  de la

LTP inducida por TBS en rebanadas de corteza somatosensorial (Lonetti et al., 2010). Esto es

acompafiado por una recuperaci6n de la coordinaci6n motora y de la conducta ansiosa evaluada

a travts del laberinto en cruz eleveda  (Kerr et al.,  2010a),  perlnitiendo que los cambios que

subyacen estas mejorfas cobren relevancia como blanco terap6utico para el Sindrome de Rett.

El sindrome de Rett es una de diversas enfermedades neurol6gicas 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  euriquecimiento  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 introducci6n se ham presentado datos que sugieren un rol activo de los canales

RyR tanto en la inducci6n como en ]a mantenci6n de la LTP, concepto que se ve reforzado por las

difereutes alteraciones conductuales evidenciadas al modificar la funcionalidad de los receptores

de ryanodina por medio de agentes farmacol6gicos. En el laboratorio de la Dra. Cecilia Hidalgo

se ha establecido que tanto Ryr2 como Ryr3 aumentan su expresi6n en respuesta a la inyecci6n

de BDNF  intra,-hipocampo;  asf mismo,  el  entrenaniiento  en  el ]aberinto  acuatico  de Morris

a,umenta ]a expresi6n de ambos isotipos en hipocampo de rata (Adasme et al., 2011), abriendo

la  iuterrogante  acerca del mecanismo  de  regulaci6n  transcripcional  de  los  canales  RyR.  En

particular,  RyR3 ha mostrado participar de la inducci6n y mantenci6n de la LTP  (Balschun

et al., 1999), ademds de resultar determinante para el rendimiento en pruebas de aprendizaje y

memoria, haciendo que la regulaci6n transcripcional de Ryr3 sea un area interesante de estudio.

La metilaci6n  del ADN  como marca neuroepigen6tica presenta el potencial de regular la

expresi6n g6nica.  En esta linea,  el trabajo de  Guo et  al.  (2011)  muestra que la estimulaci6n

electro-convulsiva  aplicada a ratones  genera, cambios perdurables  en la meti]aci6n  del ADN,

encontrandose a Ryr3 entre los genes que presentan canbios en los niveles de metilaci6n de su

promotor (Guo et al., 2011). Consecuentemente, se observ6 un cam.bio en lus niveles transcrip-

cionales de Ryr3, sugiriendo que la metilaci6n del promotor de Ryr3 es un elemento que puede

efectivanente regular su transcripci6n.

Dentro de las proteinas MBD que interacthan con el ADN metilado, Mecp2 ha mostrado ser

regulada de manera actividad-dependiente por medio de su fosforilaci6n en S421 y S80, alterando

su capacidad de interactuar con promos ores de genes blanco como BDNF.  Consistente con la

idea de que Mecp2 puede actuar como regulador tl.anscripcional de Ryr3, se tiene que un analisis

de la expresi6n g6nica de animales nulos par,a Mecp2 aIToj6 a Ryr3 entre los genes con expresi6n

reducida en cerebelo  (Ben-Shachar et al., 2009a), sugiriendo que Mecp2 participa activanente

sobre la actividnd transcripcional de Ryr3. Mecp2 permite asf relacionar la actividad neuronal
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con la actividad transcripcional de un gen, haciendo de Mecp2 un interesante candidato papa

dirigir la regulaci6n actividad-dependiente de Ryr3.

EI EE,  como paradigma experimental, ha mostrado inducir plasticidad dependiente de la

experiencia, tanto a nivel estructural como fisiol6gico. Por esto, el EE constituye un paradigma

dtil para evaluar cambios inducidos por actividad neuronal, mostrando la ca,pacidad de potenciar

la LTP y de alterar la expresi6n de diversas protefnas relacionadas a la plasticidad sinaptica.

Asi, el EE permite abordar la capacidad de Mecp2 de actuar como regulador transcripcional

actividad-dependiente de Ryr3. Ademds, la recuperaci6n fenotipica inducida por el EE en ani-

males nulos para Mecp2 permite plantear al EE como rna plataforma para ideptificar cambios

crfticos con potencial terap6utico para el sindrome de Rett, resultando sumamente interesante

comprender la participaci6n de los canales RyR en este proceso.

En esta tesis se buscara determinar la regulaci6n transcripcional de Ryr3 por medio de la

interacci6n de la protefna Mecp2  con su promotor,  con 6nfasis  en lag  modificaciones de  esta,

interacci6n determinados por el paradigma de EE utilizado como inductor de plasticidad de-

pendiente de la experiencia.  Conjuntamente, mostrar que Mecp2 acttia como regulador de la

expresi6n del canal Ryr3 permite suponer un rol para estos canales en el fenotfpo sinaptico 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 pariicipan del

fenctipo sinaptico descrito para los animales nulos asf como de la mejoria fenotfpica observada

al exponer a los animales nulos al EE.

Con los antecedentes descritos, se plantea la siguiente hip6tesis y objetivus de trabajo.

1.5.1.     Hip6tesis

La proteina de uni6n a citosinas metiladas 2 (Mecp2) acttia como activador trauscripcional

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 regulaci6n transcripcional de Ryr3 en plasticidad dependiente de

la experiencia en funci6n de la interacci6n de Mecp2 con su promotor evaluada en hipocampos
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Figura  1.5.1:  Hip6tesis:  Se representa la hip6tesis del trabajo:  Mecp2  actha como activador
transcripcional de Ryr3.  Se destaca el efecto del ambiente enriquecido sobre la metilaci6n del
promotor  de  Ryr3,  pasando  de  un  estado  de  metilaci6n  bajo  (circulos  vacfos)  a  un  nivel  al-
to  (circulos rellenos).  El  incremento de  la metilaci6n favorece la interacci6n de Mecp2  con el
promotor, incrementando la actividnd transcripcional  (SIT: Sitio de Inicio de 'Itanscripcion).

de ratones.

1.5.2.1.     Objetivo Especffico 1

Evaluar el estado de la metilaci6n del promotor proximal de Ryr3 en condici6n basal y

determiner el efecto del EE sobre este estado

Haciendo uso de la reacci6n en cadena de la polimerasa especffica para la metilaci6n (MSP)y

de la secuenciaci6n de ADN modificado por bisulfito, se caracterizara la metilaci6n del promotor

preximal de Ryr3, lo que permitira otorgar un substrato para su regulaci6n en funci6n de Mecp2.

Dada la evidencia presentada en el trabajo de Guo y colaboradores (Guo et al., 2011), se espera

encontrar que  el  promotor  prorimal  de Ryl.3  presente  citusinas  que  muestren  cambios  en  su

estado de metilaci6n debido a la plasticided dependiente de la experiencia inducida por el EE.

1.5.2.2.     Objetivo Especffico 2

Determinar la interacci6n de Mecp2 con el promotor de Ryr3 en condici6n basal y el efecto del

EE sobre esta interacci6n.

Se evaluara la funcionalided de la metilaci6n en funci6n de la interacci6n de Mecp2 con la

regi6n caracterizada en el objetivo  1. Asi mismo, se buscara establecer una relaci6n entre esta
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interacci6n y los niveles de transcripci6n de Ryr3. Se espera, segivn planteado en la hip6tesis,

que exista una relaci6n directa entre la interacci6n de Mecp2 con el promotor de Ryr3 y su nivel

de actividad transcripcional evidenciado en el nivel de AEN meusajero detectado. Asi mismo,

se espera una concordancia entre lo propuesto en la hip6tesis y los niveles de ARN meusajero

de Ryr3 observados en animates nulos para Mecp2 mantenidus tanto en condiciones estindar

(SC) como en EE, corroborando el rol de Mecp2 como activador transcripcional de Ryl.3.

1.5.2.3.     Objetivo Especffico 3

Evaluar el papel de la regulaci6n transcripcional de Ryr3 en el incremento en la densidad de

espinas dendriticas inducida per EE.

Observaciones realizadas in utfro hen permitido sugerir que los canales RyR contribnyen a

la, remodelaci6n de espinas dendriticas dependiente de actividad. EI EE sera utflizado como par

radigma para evaluar la contribuci6n de la regulaci6n transcripcional de Rys3 a la remodelaci6n

de espinas dendriticas inducida por la plasticidad dependiente de experiencia. Se espera que los

animales nulos para Mecp2 presenten disminuida la deusidad de espinas dendriticas producto de

la regulaci6n transcripcional altereda de Ryr3. Funcionalmente se espera que esto se manifieste

en alteraciones conductuales en una prueba de memoria y aprendizaje en colnparaci6n a los

animales silvestres mantenidos en EE.
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Capftulo 2

Metodologfa

2.1.    Descripci6n General

Al obtenerse rna canada de aninales 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

iniciaran los experinientus. Esto permite contar con 4 grupos experinentales: Anilnales silvestres

mantenidos en condiciones estindar (WT-SC) , animales silvestres mantenidos en EE (WT-EE) ,

animales nulos para Mecp2 mantenidos en condiciones estindar (KO-SC) y animales nulos para

Mecp2  mantenidos  en  EE  (KO-EE)  (Figura  2.1.1).  EI  EE  consiste  de  dos jaulas  fusionadas

por medio de un trinel. Estas jaulas son compartidas por 8-10 animales, contrastando con los

4-6 animales mantenidos en las jaulas estindar.  Cada anbieute enriquecido presenta ,objetos

de difereutes formas, colores y textures con el objetivo de anmentar la estimulaci6n sensorial.

Ademds los aninales tienen acceso a una rueda, de ejercicio voluntario.  Todos los objetos son

cambiados diariamente, por lo que el acceso a los diferentes juguetes, incluyendo la rueda, de

ejercicio,  es intermitente.  La ja.ula de enriquecimiento cuenta ademds con dos tipos de suelo ,

de diferentes texturas y olores, los cuales son intercambiados semanalmente para mardmizar la

novedad y estimulaci6n del endquecimiento.

Para caracterizar la metilaci6n del promotor de Ryr3 se utilizar6n animales silvestres mante-

nidos en condiciones estindar y animales silvestres mantenidos en EE. Se extraera ADN desde el

hipocampo de estos animales, el cual sera sonetido a conversi6n por bisulfito. Una vez realizado
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Figura  2.1.1:   Esquema   global   de   la   metodologfa   de   trabajo:   Los   animales,   lue-
go   de   ser   genotipificedos,   son   destinados   a   una   de   las   condiciones   ambientales   en
las   cuales   se   mantienen   desde   las   3   semanas   hasta   las   8   semanas   de   vida.    Pror
ducto    de    este    esquema   se    obtienen    cuatro   grupos    experimentales    Animales   silves-
tres   en   condiciones   estindar   (WT-SC)   y   en   enriquecimiento   (WT-EE)   y   animales   nu-
los    para    Mecp2    en    condiciones    estindar    (KO-SC)    y    en    euriquecimiento    (KO-EE).

esto, el ADN modificado se utilizara como substrato para PCR metilaci6n especifica, obtenien-

dose rna aproximaci6n cualitativa del estado de metilaci6n.  A  continuaci6n se secuenciara la

region de inter6s, y se comparara las secuencias de los animales en condiciones est6ndar y de EE.

Este protocolo permitira detectar canibios en el patr6n de metilaci6n entre las dos condiciones.

Log resultados del PCR metilaci6n especifico permitirin dan un soporte a la regi6n en estudio

para proceder a su secuenciaci6n. En el caso de encontrarse un resultado negativo para el PCR

metilaci6n especifico, se procedera a replantear la regi6n de interfes.

Para el objetivo 2, se comparara la inmuno precipitaci6n de cromatina realizada por medio de

anticuerpos contra Mecp2 total en muestras obtenidas desde hipocampus de animales sflvestres

mantenidos en condiciones estdndar o en EE, para caracterizar la interacci6n de Mecp2 con las

regiones de interfes definidas en el objetivo 1. Junto con esto se compararin, por medio de PCR

en tiempo real,  los niveles de ARN meusajero de Ryr2 y Ryr3 para los  animales silvestres en

condiciones  est5ndar  y en  EE,  con  el  prop6sito de establecer si  hay  una correlaci6n  entre  la

interacci6n de Mecp2 y el nivel transcripcional de Ryr2 y Ryr3.  En este punto se incluirin los

animales nulos para Mecp2,  permitiendo comparar la expresi6n de Ryr2 y Ryr3 con la de los

animales silvestres.
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La idea de que es posible mantener una regulaci6n transcripcional de Ryr3 por la, proteina

Mecp2, permite preguntarse si esta regulaci6n coutribuye a la remodelaci6n de espinas dendri-

ticas dependiente de la actividad, de manera similar a como se ha observndo en modelo ¢7i u8.tro.

Asf, se evaluara la deusidad de espinas dendriticas en hipocampos de animales silvestres y nulos

para Mecp2, mantenidos tanto en condiciones estindar como en enriquecimiento. De encontrar-

se diferencias significativas en la densidad de espinas dendrfticas se procedera a caracterizar el

mecanismo per el cual RyR3 puede contribuir a la remodelaci6n de espinas dendri'ticas.

2.2.    Soluciones y Tampones

Para preparar las diferentes soluciones se cuenta, con rna serie de soluciones de abastecimien-

to, ]as cuales sirven de base para la elaboraci6n de las soluciones de trabajo. Asf, una soluci6n

de trabajo se obtiene al combinar diferentes volinenes de las soluciones de abastecimiento y

completar hasta el volumen indicado en cada soluci6n.

2.2.1.    Soluciones de Abastecimiento

Las siguientes soluciones se utilizaron como base para la preparaci6n de las soluciones  de

trabajo. Su elaboraci6n debe ser cuidadosa, prestando atenci6n a la condici6n de los implementos

y al pH final de la soluci6n.

Nombre         Concentraci6n    pH

Th-Hcl               0.5 M            8.0
EDTA                   0.5 M             8.0

EGTA                 200 mM           8.0

Nacl                   2.5 M

Hepes                    0.5 M              7.5

Kcl                    2.5 M

NaoH                   3 M

SDS                         20  97o

Nonidet, P40             100 %

Cuadro 2.2.1:   Soluciones de Abastecimiento
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2.2.2.    Soluciones de Thabajo

Las soluciones de trabajo son preparadas considerando diferentes volinenes de las soluciones

de abastecimieuto,  en los siguientes cuadros se presentan las composiciones de cada soluci6n,

sefialando los volumenes de las soluciones de abastecimiento necesarios y el volinen final de la

soluci6n. Se presenta tambi6n la concentraci6n final de cada componeute de la soluci6n.

2.2.2.1.    Soluciones para Genotipificaci6n

Para la genotipificaci6n se requieren dos tampones 'Ths-EDTA y TE. El primero se utiliza

para la lisis del tejido y la obtenci6n de ADN (TEL). EI ADN obtenido se resuspende en buffer

TE.

Soluci6n      Volumen de Abastecimiento     Concentraci6n Final (V = 50mL)

This HCL                          10 mL                                                  100 mM

EDTA                             5OO uL                                                     5 inM

Nacl                            4 mL                                               200 mM

SDS                                500uL                                                       0.2 %

Cuadro 2.2.2:   Tampon TEL

Soluci6n     Volumen de Abastecimiento     Concentraci6n Final (V = 50mL)

This Hcl                          1 mL                                                   10 inM

EDTA                          100 uL                                                  1 mM

Cuadro 2.2.3:   Tanp6n TE

2.2.2.2.    Soluciones para lnmunoprecipitaci6n de cromatina

La inmunoprecipitaci6n de cromatina utiliza tres tampones bdsicos. El primero se requiere

para llevar a cabo la fijaci6n 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 ultimo tampon

es de suma importancia, ya que en 6ste tampon tendri lugar la sonicaci6n de la cromatina.
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Soluci6n    Volumen de Abastecimiento     Concentraci6n Final (V = 50mL)

Hepes                            5  mL                                                  50mM

EDTA                          100 uL                                                  1 mM

EGTA                           125 iiL                                                  0.5 mM

Na,Cl                            2 mL                                                 100 rfu

Cuadro 2.2.4:   Tamp6n de Fijado

Soluci6n        Volumen de Abastecimiento     Concentraci6n Final (V = 50mL)

Ttis Hcl                             1 mL                                                 10 mM

Na,CL                                200 uL                                                   10 mM

Nonidet p40                            100 uL                                                         0.2 97olo

Cuadro 2.2.5:   Tamp6n de Lisis Celular

Soluci6n     Volumen de Abastecimiento     Concentraci6n Final (V = 50InL)

Tis Hcl                        5 mL                                               50 inM

EDTA                            1 mL                                                  10 mM

SDS                               2.5mL                                                        1 %

Cuadro 2.2.6:   Tamp6n de Lisis Nuclear

2.3.    M6todos

2.3.1.    Animales

Los  animales nulos para Mecp2  corresponden  al modelo  desarrollado  en el 1aboratorio  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 gen6tico c57BL/6:129/SvJ

fueron cruzadas con machos silvestres en un fondo 129/SvJ. En esta tesis, para fi]ies 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 Flee) a una temperatu-

ra ambiente de 20 °C en ciclo de 12/12horas Dfa,/Noche. La comida y el agua se brindaron ad

libitum. Los experimentos fLieron disefiados de acuerdo a ]a gun'a papa el cuidado y uso de los

animales de experinentacion y aprobados por el comit6 bio6tico para el cuidado y uso de los ani-

males del Centro de Estudios Cientffico. Previo al trabajo con animales se exigi6 la aprobaci6n
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del curso te6rico/practico de manipulaci6n y uso de animales de experimentaci6n dictado por el

director del bioterio del Centro de Estudios Cientificos. El bioterio del centro de estudios cientf-

ficos cuenta con certificaci6n intemacional otol.gada por la AAALAC (http://www.aaalac.erg/).

2.3.2.    Enriquecimiento Ambiental

Lus animales fueron mantenidos en un ambiente enriquecido por 5 semanas desde el destete

(p 21). En cada enriquecimiento ambiental fueron mantenidos un mayor ndmero de aninales por

jaula (8-10 ratones) , favoreciendo el establecimiento de interacciones sociales complejas. En adi-

ci6n los animales cuentan con mayor espacio por animal (159 cm2 por rat6n) que sus hermanos

mantenidos en condiciones estindar (113 cm2 por rat6n). Las ja,ulas enriquecidas cuentan con

diversos juguetes que, para incrementar la novedad, son intercambiados diariamente. Los jugue-

tes incluyen una rueda de ejercicio voluntario, la cual esta disponible intermitentemente para, los

animales. Otros juguetes permiten la formaci6n de pequefius laberintos y nidos. EI EE cousidera

las mismas condiciones de luz, temperatura y alinento que la de los animales mantenidos en

condiciones est5ndar.

2.3.3.     Genotipificaci6n

Se obtuvieron las puntas de las colas de los animales durante su tercera semana de vida; 1as

colas fueron digeridas en tamp6n TEL incluyendo protefnasa, K a 55°  duraute toda la noche.

EI  ADN  fue  precipitado  y  lavado  por  la  adici6n  sucesiva  de  etanol  100 97o  y  70 97o  para ser

resuspendido  en  50  HL  de  tamp6n  TE.  Una  vez  obtenido  el  ADN,  este  fue  utilizado  como

substrato en un PCR utilizando los partidores de genotipificaci6n: partidor sentido comin para

WT  y  KO  secuencia  CCA  CCC  TCC  AGT  TTG  GTT  TA,  partidor  antisentido  especffico

para WT secuencia  GAC  CCC  TTG  GGA  CTG  AAG  TT y pariidor  antisentido especffico

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 a las diferentes condiciones experimentales.
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Reactivo                    Soluci6n de abastecimiento     Volulnen     Concentracion Final

Tamp6n                     5x Green Buffer promega         4 ull                        lx

dNTPs                               5 mM promega                 0.8 ul                  0.2 mM

Partidor sentido                                10 uM                            1 uL                     0.5 uM

Partidor Antisentido wT                       10 uM                           1 uL                     O.5 uM

Part,idor Antisentido KO                        10 uM                            1 uL                     0.5 uM

Mgc12                                           25 InM                           0.4 uL                    0.5 inM

Taq                                                                            0,4 uL

Agua ultrapura                                                                     11.4 uL

ADN                                                                         1 ul
Volumen de Reacci6n                                                                 20 uL

Cuadro 2.3.1:   Mix de PCR para Genotipificaci6n de aninales nulos para Mecp2

2.3.4.    Tinci6n de Golgi-Cox

La tinci6n de  Golgi-Cox se realiz6 en rebanadas de hipocampo utilizando el Kit FD  Rar

pid Golgistain (FDNeuroTechnologies) siguiendo las instrucciones proporcionadas. Los cerebros

fueron removidos rapida y cuidadosamente para evitar un dafio extemo producto de la mani-

pulaci6n y fueron sumergidos en suero fisi6logico mantenido a 4 ac para remover la sangre de la

superficie. El cerebro se seccion6 mediante cortes coronales conservando la regi6n conteniendo el

hipocampo y se sumergieron en la soluci6n de impregnado en la que se mantuvieron en oscuridad

por 2 semanas. Cortes de 200 prm flieron realizados en criostato y montados en porta-objetos en

d6nde se finaliz6 el protocolo de tinci6n. Los cortes fueron finalmente deshidratados y cubiertos

utilizando Permount como medio. Los cortes fueron conservados en oscuridad hasta la toma de

fotografi'as.

2.3.5.    Cuantificaci6n de Espinas Dendrfticas

La cuantificaci6n de espinas dendriticas se realiz6 segdn previamente descrito (Orlowski and

Bjarkam,  2012).  Dendritas  secundarias  o  terciarias  del  Stratum  radiatum  de  neuronas  pira-

midales del area CAl del hipocampo fueron fotografiadas. Las dendritas consideradas para la

cuantificaci6n debfan cumplir con los siguientes requisitos.  1) Presentar rna buena tinci6n, sin

cortes a lo largo de la, dendrita 2) Ubicarse a al menos 40 prm del soma 3) El fi.aglnento a cuan-

tificar debe encontrarse en un mismo piano focal y presenter un largo de alrededor de 30 pr
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Figura  2.3.1:     Cuantificaci6n   de  espinas  Dendrfticas:  La  dendrita,  es  reducida  has-
ta  conformarse  un  esqueleto  de  un  pixel  de  ancho.  El  software  inageJ  permite  cuanti-
ficar  las  irregularidades  del  esqueleto,  las  cuales  se  corresponden  con  el  ninero  y  ubi-
caci6n  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  [rm  de
dendrita  que  le  corresponde,  apreciindose  la  colocalizaci6n  de  espinas  con  las  perturbar
ciones  del  esqueleto  de  la  dendrita.  La  imagen  ha  sido  amplificada  para,  su  visualizaci6n.

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

Alrededor de 30 dendritas por animal fueron consideradas para su cuantificaci6n.

Las imagenes  fueron inicialmente  adquiridas mediante rna  cinara MSHOT  (Digital Mi-

croscope  Camera MD-90)  montada sobre  un  microscopio  Olympus  CX31.  El tanafio  de  las

imagenes fue de 3488 x 2616pixeles y se utiliz6 un objetivo 100 X, dando rna buena resoluci6n

para observar espinas dendrfticas individuales. Regiones de interfes conteniendo los fragmentos

de dendritas fueron recortadas de cada imagen y ]os procedimientos siguientes fueron realizados

en rna inagen binaria de 8 bits.  Se obtuvo el esqueleto de la imagen binaria por medio del

software ImageJ y se analiz6 utilizando la funci6n Skeleton Analysis,  obteniendose el ndmero

de extremos del esqueleto. Los ext,remos del esqueleto representan el ndmero de irregularidades

en la superficie de la dendrita y corresponden al ndmero y ubicaci6n aproximada de las espinas

dendrfticas (Figura 2.3.1).

2.3.6.    Extracci6n de Tejidos

Animates  de  8  semanas  de  edad  mantenidos  en  las  diferentes  condiciones  experimentales

fueron sacrificados por dislocaci6n cervical. El hipocampo completo (Hipc), la corteza (CTX) y

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

utinzado o conservndo a -80° C hasta su uso.
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2.3.7.    PCR en Tiempo Real

EI ARN total fue extrafdo utilizando TREol (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instruc-

ciones del proveedor. EI ARN fue precipitado desde la face acuosa por la adici6n de 1 volunen

de alcohol isopropilico. EI ARN fue trat;ado con una iinided de DNasa I (Life Technologies) y

cuantificado en nanodrop por absorci6n a 260 nm y procesado inmediatamente guardinduse los

remanentes a -80 °C. 2 Hg de ARN total fueron retrotranscritos por 60 minutos a 37 °C utilizando

partidores al azar y el kit inprom 11 (Promega) para sintetizar ADN complementario de hebra

inica (CADN). La amplificaci6n y cuantificaci6n del CADN se realiz6 por medio de un mir: de

PCR preparado utilizando Kapa, SYBR Quantimix (Kapa). EI PCR en tiempo real se realiz6

por triplicado utilizando el termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett, Australia) en un volumen

final  de  10[iL,  cada uno  couteniendo  1 Ill  de CADN en rna diluci6n previamente determina-

da. Log resultados fueron analizados mediante el software Rotor Gene 6000 Series Soft,ware 1.7

(Corbett, Australia) y los valores fueron normalizados por la metodologi'a de 2-AAct (Livak and

Schmittgen, 2001) utilizando Ciclofilina A (Cycl) como norlnalizador. 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 expresi6n relativa se presenta como el promedio

± SEM. La significancia se obtuvo por comparaci6n utilizando la prueba de T de Student. La

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

Nombre         Alineaci6n                               Secuencia                               Tin       Uso       Amplic6n

Ryr3_F           Ex6n 18           TGGTGTCGGTGATGATCTGT          58      mARN          180

Ryr3_R          Ex6n 19           TGCACAGGTTGTCCATTGAT          57     mARN

Ryr2_F           Ex6n 72           AGCTTGAAAGACACCGAGGA          58      mARN          104

Ryr2_R          Ex6n 74           TAGAGAGCCATCTGCCACCT          60     mARN

Cycl_F            Ex6n 4         GGCAATGCTGGACCAAACACAA       62      mARN          221

Cycl_R           Ex6n 5        GTAAAATGCCCGCAAGTCAAAAG      59     mARN

p250GAP   F        Ex6n I        CAGGGATTCAAGAGTTTCTCAAG      57     mARN          213

p250GAP_R       Ex6n 2            TTAACCTTCGTGCTCGCTGT          59      mARN
Pckl   F            Ex6n 1                CCTGAAGGAACCCGGCG               60      mARN          237

Pck   R             Ex6n 2            GGTGTTTCTCATCGGAGGGG          60      mARN

Cuadro 2.3.2:   Secuencias Partidores para PCR en Tiempo Real
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La metodologfa utilizada para ]a cuantificaci6n de los datos obtenidos por PCR en tiempo

real corresponden  al metodo  2-AAct(Livck and  Schmittgen,  2001).  Esta metodologfa ha sido

amplianeute utilizada, contando con mds de 100 citaciones en la base de datos Pubmed y ba

sido previameute utilizada en el laboratorio del Dr. Kerr para la evaluaci6n de expresi6n g6nica

cousiderando diferentes condiciones (Tones-Andrade et al. , 2014). El detalle del m6todo 2-AAct

puede ser revisado  en  el  trabajo  de Livak  and Schmittgen  (2001),  sin embargo se procedera

a dar una breve descripci6n del mismo para permitir una mejor interpretaci6n de resultados

al lector. El m6todo 2-AAct fie utilizado debido a que pemite determinar rna cuantificaci6n

relativa de un ARN mensajero, es decir, permite deteminar si en una condici6n de interes un

ARN mensajero se encuentra en mayor o menor abundancia en comparaci6n a una condici6n

control. En la rna,yoria de los analsis de esta tesis, la condici6n ambiental estindar es considerada

como referencia, o control y el enriquecimiento anbiental representa la condici6n de interfes en

la cual se busca determinar la abundancia relativa de los diferentes meusajeros. Este m6todo

considera la normalizaci6n de la abundancia de un mensajero de iuterds por la abundancia de

un mensajero de referencia (Ct inter6s -Ct normalizador = Act ), evitando que las diferencias

observedas para el mesajero de inter6s se debar a diferencias en la cantidad de CADN utilizado.

En adici6n, el m6todo considera rna segunda flormalizaci6n por la condici6n de referencia o en

nuestro caso, la condi6n estindar de mantenci6n de los ratones  (Act - Ct promedio obtenido

en la condicion referencia = AAct). Ambas normalizaciones pel.miten obtener los componen-

tes pricipales del m6todo  AAC.  De esta forma, los resultados y analisis presentados en esta

tesis considerarin siempre dados normalizados. El trabajo con datos de Ct crudos fue evitado

siguiendo la recomendacion presentadas en el traba,jo de Livck and Schmittgen (2001):  «Cual-

quier analisis estadr'stico considerando los valores de Ct crudos debe ser evitado». Debido a las

normalizaciones sucesivas, tanto por un mensajero de referencia, como por rna manipulaci6n

ambiental control, el m6todo exige que la abundancia del mensajero de referencia no sea alterada

por las manipulaciones ambientales. La forma de llevar a cabo esta evaluaci6n esta descrita (Li-

vck and Schhittgen, 2001). En esta tesis, se realiz6 la evaluaci6n de una serie de normalizadores

de los cuales s6lo dos mostraron rna abundancia constante entre las diferentes manupulaciones

ambientales, estos meusajeros son beta 2 microglobulina (82M)  (datos no presentados) y Cycl

(seccion resultados, figura 3.3.3 ). En adici6n, 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 analisados utilizando tanto 82M como Cycl como normalizadores, permitiendo co-

rroborar que las diferencias observndas en los diferentes experimentos no se deben a alteraciones

de carga de CADN ni corresponden a un artefacto producido por el meusajero de referencia.

No obstante,  es importante sefialar que en este escrito se presentan s6lo resultados obtenidos

utilizando Cycl como normalizador. El segundo punto crucial y restrictivo para este m6todo es

que las eficiencias de los partidores uti]izados para el mensajero de inteies y de referencia sean

similares. La forma de llevar a cabo esta evaluaci6n esta descrita (Livck and Schmittgen, 2001),

y los analisis pertinentes fueron realizados para los diversos partidores utilizados.  Se presenta

un ejemplo representativo del analisis realizado para los meusajeros de Cycl y de Ryr3 (Figura

3.3.3). En resumen: se realizaron las evaluaciones requeridas para el uso del m6todo de 2-AAct

cumpliendose los requisitos presentados en el trabajo, permitiendo el uso de esta metodologi'a.

Asi, los resultados de esta tesis se presentan siempre en forma de expresi6n rela,tiva, normalizados

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

2.3.8.    Modificaci6n de ADN por Bisulfito

El tejido fresco o mant;enido  a -80 °C  fue digerido utilizando  la proteinasa K por 4 horas

a 55 °C.  El homogenizado fue tratado con rna unidad de RNAsa, a 37®C por rna hora para

eliminar la contaminaci6n por ARN. EI ADN se obtuvo desde la fase acuosa obtenida por la

adici6n de  1 volumen de Fenol/Cloroformo/alcohol Isoamffico  (25:24:1)  (Invitrogen).  EI ADN

fue resuspendido en  100 [iL de tamp6n TE y cuantificado utilizando nanodrop por absorci6n

a 260 nm. La modificaci6n de ADN por bisulfito se realiz6 utilizando el kit CpGenome `I\Irbo

Bisulfite Modification (Miuipore) segdn las instrucciones del proveedor.150 ng de ADN fueron

denaturados por la adici6n de NaoH 3 N e incubados a 37 °C por 10 minutos. La modificaci6n se

realiz6 por 40 Ininutos a 70 °C procedi6ndose inmediatamente a la desulfonaci6n. EI ADN modi-

ficado se purific6 por centrifugaci6n en columnas, eluy6ndose en 25 [lL de tamp6n previamente

calentado a 65 °C.

2.3.9.    PCR Metilaci6n Especffico

EI PCR metilaci6n especffico  (MSP)  consta de una etapa inicial de denaturaci6n a 95 °C

con el fin de disminuir la proba,bilidad de ocurrencia de estructuras secundarias que faci]iten

el alineamiento indeseado de pariidores.  Posterior a esta, etapa se realiz6 un rfumero de ciclos
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Nombre          Alineaci6n                              Secuencia                              Tin     Uso      Amplic6n

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             TCTC`mACAACTCTFTACATACGCA          57      MSP

ryr3_BCDI   F            371             TTTGTTTGTGTAAAGTTTGTGGAGA         60      BCD           259

ryr3_BCD1_R            629               CCATTTACTAAAAAACAACCCTACC          58      BOD

ryr3_BCD2   F            372            TTGTTTGTGTAAAGTTTGTGGAGATA        59      BOD           259

ryr3_BCD2_R            629               CCATTTACTAAAAAACAACCCTACC          58      BCD

Cuadro 2.3.3:   Secuencias Partidores para MSP

determinado experineutalmente. Cada ciclo considera denaturaci6n-alineamientorelongaci6n a

95 °C - Tin -  72 °C, respectivanente. I,a temperatura de alineamiento  (Tin)  se determin6 ex-

perimentalmeute utilizando un gradiente de temperatura.  El disefio de los partidores se reali-

z6 utilizando el programa Methprimer (http://www.urogene.org/methpriner/). 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 pautidores;  el alineamiento del juego de

partidores en el contexto de la regi6n de inter6s se muestra en la figura 2.3.2. El partidor sentido

cousidera 7 citosinas, de las cuales 2 se encuentran en el contexto CpG. El partidor antisentido

cousidera 5 citosinas,  de lan cuales  1 se encuentra en un dinucleotido CpG.  Las secuencias se

pueden encontrar en el cuadro 2.3.3

2.3.10.    Secuenciaci6n del Promotor del Gen que Codifica para Ryr3

Se delimit6 una regi6n de inter6s (ROI) definida segin los resultados obtenidos por medio de

MSP. EI ROI fie definido considerando la secuencia de referencia del gen codificando para Ryr3

(NM_177652) , ubicindose en esta secuencia el sitio de inicio de la transcripci6n. Posteriormente

se abarcaron 1000 pb rio arriba y 800 pb rio abajo, dando un ROI de 1800 pb totales. En esta re-

gi6n se identificaron 9 dinucle6tidos CpG, entre las que se encuentran las citosinas evaluadas por

MSP. La regi6n gen6mica, de secuenciaci6n puede ubicarse en el Genome Browser de la UCSC
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Nombre                                       Secuencia s entido                                                            Secuencia Antisentido

Ryr3   1            TTTAGATGTTTGTTTGTGTAAAGTTTGTG a            CAACC CTACCCAAAAACATACCTAAATAAT

Ryr3_2             TAGGAAATTT GATTTTATTGTGTAGTGTTT                   AACCTCTTCCCCCAAAAATATAAAC

Ryr3 _3         TAATTAAGATTGAAAGAGTAGATTTGTTTAGAT           AAccAc cTAAAAATAAACTTAAT'rATCAAAATAA

Cuadro 2.3.4:   Partidores utilizados en la secuenciaci6n del promotor de Ryr3

bajo las coordenadas:  dr2: 113029482-113031331  (http://genome.ucsc.edu/).  La secuenciaci6n

se realiz6 utilizando los partidores presentados en el cuadro 2.3.4 a pariir de ADN obtenido

desde hipocampo, cerebelo y corteza de animales mantenidos en condiciones estindar y en EE.

Se secuenciaron muestras de las diferentes subregiones de 4 animales por condicion ambiental.

Tambi6n se secuenciaron hipocampos  de  3  aninales  de 3 semanas de edad  (p21).  Estos ulti-

mos se definirin como animales j6venes en el trabajo, mientras que aquellos animales que son

mantenidos dentro de las manipulaciones ambientales descritas para este trabajo se consideran

animales adultos. La secuenciaci6n fue realizada por una empresa externa, (Zymo Etesearch, Cali-

fornia, Estados Unidos) , quienes realizaron la modificaci6n por bisulfito y la amplificaci6n de los

fragmeutos de inter6s conteniendo los dinucle6tidos CpG ubicedos en el promotor de Ryr3. Los

resultados se presentan como porcentaje de metilaci6n, este porcentaje representa, la cantidad

de veces que rna determinada citosina se encontr6 metilada del total de lectures dadas para esa

citosina particular en el tejido analizado.

2.3.11.    Inmuno precipitaci6n de cromatina

El hipocampo completo fue sometido a una disrupci6n mecinica breve y fijado inmediat;ar

mente por 8 minutos a temperatura ambiente en soluci6n de fijado conteniendo formaldehido al

1 %  (Amresco). La fijaci6n se detuvo con la adici6n de glicina 2.5M. Se realizaron la,vados con

PBS est6ril coliteniendo inhibidores de proteasas para luego proceder a homogenizar el tejido

mediante un homogenizador Potter en soluci6n de lisis celular. El producto de la homogeniza-

ci6n fie  centrifugado y el precipitado resuspendido  en 500 [lL de tamp6n de lisis nuclear.  La

sonicaci6n se realiz6 en ciclos de 30 segundos por un tiempo determinado experinent;almente de

20 minutos, obteniendose 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 pug de ant,icuexpo contra Mecp2  (ab2828, Abcam)  o
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igual cantidad de IgG como control. Para revertir el entrecruzaniento se incub6 a 65 °C por toda

]a noche y posteriormente se realiz6 una digesti6n utilizando proteinasa K. EI ADN se obtuvo

una vez realizada urn extracci6n con Fenol/Cloroformo/alcohol Isoanflico  (25:24:1)  (Invitrc+

gen) y una precipitaci6n con etanol y acetato de amonio a -80 °C por rna hora. Para evaluar el

nivel de interacci6n de Mecp2 con d promotor de Ryr3, se realizaron PCR utilizando el inmuno

precipitado colno sustrato con los partidores estandarizados expel.imentalmente, cuyas secuen-

cias se presentan en el cuadro 2.3.5. En la figura 2.3.2 se aprecia la ubicaci6n de los pariidores

en el contexto de ]a secuencia del promotor. Los resultados se presentan como PCR de punto

final en gel de agarosa, PCR en tiempo real normalizado uti]izando el metodo AAct (revisar

la secci6n PCR en tiempo real para rna;yor detalle)  cousiderando el locus H19 como regi6n de

referencia y el promotor de Ryr3  como regi6n de inter6s y como porcentaje del input segrin

descrito previamente (Lin et al., 2012).

2.3.12.    Laberinto Acuatico de Morris

El laberinto acuatico de Morris es rna prueba cldsica de aprendizaje espacial dependieute

de hipocampo. Para esta prueba se llev6 a cabo el entrenamiento descrito en Adasme y cola-

boradores  (2011). La piscina es un recipitente pldstico de 1,20 in de di6metro y 60 cm de alto

y fue nenada, 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                          Tin      Uso      Amplic6n

ryr3_C1_F          1406          TGCATAGAGCAAACGCAGGT      60      Chlp          197

ryr3_C1_R          1602          AGAGCATGCCTAAGTGGTCG      59      Chlp

ryr3_C2_F          1403          TGCTGCATAGAGCAAACGCA      60      Chlp          196

ryr3_C2_R          1598          CATGCCTAAGTGGTCGGTCT      59      Chin

ryr3_C3_F          1407          GCATAGAGCAAACGCAGGTG      59      Chlp          117

ryT_C3_R           1523          AGTAGAGGACCCTCAGCCAG      6o      Chlp
H19   CI   F           247           GGGGTTCACCTGTTTTGCAC      59      Chlp          142

H19   CI   R           388           GGCTTTTGTGCTTTCTGGCA      59      Chlp

H19   C2   F            165           TGGGTGTCAGCCCAAAATCA      59      Chip           102

H19   C2   R           266           GTGCAAAACAGGTGAACCCC      59      CThlp

Cuadro 2.3.5:   Partidores para inmuno precipitaci6n de Cromatina
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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 transcripci6n. Flecha Roja:  Inicio primer intr6n.  Bloques Naranjos:  Partidores MSP.
Bloques Mol.edos: Partidores Chlp. Bloques Rojos: dinucle6tidos CpG

ves espaciales, fueron colocadas rodeando la piscina, manteniendose fijas en su ubicaci6n por el

transcurso de la prueba. Se realizaron 4 repeticiones diarias de la prueba por 4 dias consecutivos.

Cada repetici6n const6 de 60 segundos, comenzando desde diferentes cuadrantes de la piscina pa-

ra evitar el aprendizaje en funci6n de claves propioc6ntricas. En la primera repetici6n del primer

dia, aqueuos animales que no encontraron la plataforma oculta durante el minuto de bdsqueda

fueron guiados hasta ella y dejados ahi por 30 segundos para permitir la familiarizaci6n con las

claves ambientales. El intervalo entre las repeticiones fue de 5 minutos, tiempo durante el cual

los animales fueron mantenidos en grupo en rna jaula.  Se cronometr6 el tiempo que ]e tom6 a

cada animal encontrar la plataforma (latencia de escape). En edici6n se registr6 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.

Lus animales nulos para Mecp2 mantenidos en enriquecimiento fueron evaluados utilizando rna

plataforma visible. Esta prueba tuvo lugar dos dias desputs de finalizado el entrenamiento. Los

animales nulos para Mecp2 mantenidos en condiciones estindar no fueron consideredos en esta

prueba debido al impedimento fisico que presentan.

2.3.13.    Cuantificaci6n Relativa del Micro ARN 132

Para determinar  los  niveles  relativos de  micro  RNA132  (miR132)  se  utiliz6  el  m6todo  de

stem-loop  RT-PCR  (Chen  et  al.,  2005)  segtin previanente  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 pug de RNAs previamente tratados con DNAsa

fueron sometidos a transcripci6n reversa utilizando el kit TaqMan McroENA Reverse 'IIans-

cription Kit (P/N 4366596) segdn las instrucciones provistas por la compafiia. EI PCR en tiempo

real se realiz6 utilizando el kit, TaqMan Universal PCR Master Mix 11, No UNG (P/N 4440040)

y ensayos TaqMan especfficos (461735_mat, para el miR132 y 001234 para sno234) de acuerdo

a las instrucciones provistas. Una vez obtenidas las curves de amplificaci6n, la expresi6n relativa

se obtuvo por el metodo de 2-AAct tal como se describe para la expresi6n relativa, utilizando

los valores de sno234 como control end6geno.
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Capftulo 3

Resultados

3.1.     Genotipificaci6n

Previo al trabajo experimental se debe establecer el genotipo de los animales. Para esto se

extrajo ADN gen6mico de un fragmento de la cola obtenido cuando la canada cumple su tercera

semana de vida. EI 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 pautidores antisentidos los cuales son especfficos para los animales WT

Ill -
(-,     1-

(a)  Esquema del PCR de Genotipificaci6n (b) Identificaci6n del Genotipo

Figura  3.1.1:  PCR  de  genotipiflcaci6n:  (a)  Se  muestran  los  4  exones  del  gen  Mecp2  y el
alineamiento de los partidores de genotipificaci6n. El partidor sentido es comdn para animales
silvestres  (WT)  y  knock-out  (KO)  (flecha  roja)  y  lus  partidores  antisentido  especfficos  para
cada  genotipo  (flecha  azul  y  verde)  (b)  Gel  de  agarosa  al  1,597o  con  los  productos  de  PCR
obtenidos para la genotipificaci6n de una camnda 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 estindar corresponde a un 100 pb, se muestran tamafios de referencia
en pares de bases  (pb).
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3M1           3M2           3M3

ioopbl  2  3  4   1  2  3  4   1  2  3  4

3M1           3M2           3M3

ioopbl  2  3  4   1  2  3  4   1  2  3  4lon±--ur    #=-

Figura 3.2.1: Gradiente de temperatura para MSP: Gel de agarosa al 1,5 97o con los produc-
tos obtenidos al realizar un PCR en grndiente con los 3 conjuntos de partidores especfficos para
el promotor proximal de Ryr3  (3M1-3M3). Izquierda, se utiliz6 como sustrato ADN modificado
obtenido  de  un  animal  silvestre  mantenido  en  condiciones  estindar  (SC).  Derecha,  se utiliz6
como sustrato ADN modificado obtehido de un animal mantenido en EE  (EE).  1,  2, 3 y 4 re-
presentan a las Tin de 55 °C, 58,7 °C, 62,2 °C y 65 °C, respectivarnente. El est&ndar corresponde
a un 100 pb, se muestran tamafios de referencia en pares de bases  (pb).

y KO.  El partidor sentido es comtin para los animales WT y KO ya que alinea en el segundo

intr6n, region que se conserva en el animal KO. El partidor antisentido especffico para WT alinea

en el tercer ex6n, el cual es deletado en el animal KO, obteni6ndose un amplic6n de 420 pares de

bases para los animales WT.  El partidor antisentido especffico para KO alinea en la, regi6n 3 '

no transcrita y solo producto de la deleci6n es posible la amplificaci6n obteni6ndose 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  genotipificaci6n  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  anbieutales  utilizadas  en  este  trabajo,  buscando

mantener tantos animales WT como KO en cada condici6n.

3.2.    Estudio de la Metilaci6n del Promotor de RyR3

3.2.1.    PCR metilaci6n especffico  (MSP)

El primer requerimiento  para cousiderar  que  la regulaci6n  transcripcional  de Ryr3  pueda

ser dirigida por medio de canbios neuroepigen6ticos es lograr determinar que nuestras manipu-

laciones ambientales dan origen a un canbio en el nivel de meti]aci6n del promotor de Ryr3.

Para analizar  la metflaci6n del promotor de Ryr3  se utilizaron dos t6cnicas  complementarias

aplicadas a los animales silvestres mantenidos en ambas condiciones ambientales.  Inicialmente

se estandariz6 el PCR metilaci6n-especffico (MSP) para el promotor de

3.  EI MSP es una t6cnica cualitativa y compleja,  sin embargo,  su correcto funcionamiento
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permite reconocer un cambio  en la metilaci6n de la regi6n  de  inter6s.  Para esto  se  procedi6

a  modificar  el  ADN  gen6mico  por  tratamiento  con  bisulfito,  obteni6ndose  ADN  modificado

(BCD). En la primera aproximaci6n se realizaron 5 conversiones paralelas de una muestra de

ADN provenieute de hipocampo de un rat6n WT-SC y de una muestra de ADN de hipocampo

de un rat6n WT-EE. De esta manera se pudo evaluar tanto la robustez de la conversi6n, como

el efecto del enriquecimiento sobre la metilaci6n del promotor de Ryr3.

La metilaci6n se evalu6, una vez realizada la modificaci6n por bisulfito, por medio de un PCR

metilaci6n-especffico  (MSP), para el cual se disefiaron partidores especfficos para el promctor

de Rgr7i3 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  metilaci6n  del  promotor  de Ryr3  en  su forma metilada  se seleccion6  el

set  de partidores ryr3_M2,  observindose rna rna,yor obtenci6n de producto  cuando el ADN

gen6mico provino  del animal mantenido  en EE,  sugiriendo un aumento en la metilaci6n  del

promotor de Ryr3  producto del EE.  Esto se confirm6 utilizando las diferentes modificaciones

por bisulfito realizadas en paralelo,  dando validez al trataniento por bisulfito  (Figura 3.2.2a).

Como control de la especificidad del aumento observado en el producto de MSP se utilizaron

partidores especfficos para el promotor de Pomc en su forma metilada,, obteniendose una banda

tenue pero de igual inteusidad para ambas condiciones. Esto era esperado, ya que POMC no esta

a-=--=fJ
'50o0o0¥.

i_-

M-RyR3             M-Pomc
SC           EE            SC            EE

e=7±`±--,-

1oo= gjffi gut

(a) MSP para. Ryr3 y Pomc

WT-SC                          WT-EE
Genotipo€ondici6n

(b)  Cuautificaci6n por PCR en Tiempo Real

Figura 3.2.2:  Evaluaci6n  de  la metilaci6n  del promotor  de  Ryr3:  (a)  Gel de agarosa
al  1,597o  con  el producto  de  PCR  obtenido  para los partidores  3M2  de  Ryr3  a  55°C.  Como
control se utiliz6 el analisis de la metilaci6n del promotor de Pomc. El estandar corresponde a
un  100pb,  se muestran tamafios  de referencia en pares  de bases  (pb).  (b)  Cuantificaci6n por
PCR en tiempo real de ]a anplificacion obtenida, para los patidores 3M2 para 5 aninales por
condici6n. La significancia se obtuvo por t de student, *** p <0,0001.
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Figura 3.2.3: MSP  Cerebelo:  Evaluaci6n de la metilaci6n del promotor de Ryr3 en Cerebelo utili-
zando MSP. Se observa un gel de agarosa al 1.6 9ro con el producto del MSP obtenido cuando el substrato
corresponde a ADN obtenido desde cerebelo de animales mantenidos en condiciones estindar  (SC)  y
enriquecimiento ambiental  (EE).  Como controles se presenta el lnismo procedimiento utilizando ADN
de Hipocampo de los mismos animates. El est6ndar coITesponde a un 100pb, se muestran tamafios
de referencia en pares de bases (pb).

sujeto a regulaci6n transcripcional en hipocampo.  A continuaci6n se procedi6 a cuantificar el

cambio en la amplificaci6n observado mediante el uso de PCR en tiempo real, esta vez utilizando

5 animales por condici6n (Figura 3.2.2b) , obteni6ndose una amplificaci6n relativa 6 veces rna,yor

cuando el substrato del PCR en tiempo real fue ADN de hipocanpo modificado proveniente de

los aninales mantenidos en EE. Estos resultados sugieren que el EE induce un aumento en la

metilaci6n del promotor proximal de Ryr3.

Para verificar si este  cambio  de metilaci6n es propio  del hipocampo  o  es  compartido por

otras  estl.ucturas  del  cerebro,  se procedi6  a evaluar la metilaci6n  del promotor  de Ryr3  pop

medio de MSP utilizando como substrato ADN proveniente del cerebelo de los lnismos animales

utilizados para evaluar el cambio en la metilaci6n del hipocampo. En el caso del cerebelo no se

pudo observer un cambio consistente entre las dos condiciones (Figura, 3.2.3), sugiriendo que el

cambio en la metilaci.6n del promotor de Ryrg es especffico para hipocampo.

3.2.2.    Secuenciaci6n

Log resultados obtenidos por medio del MSP dan cuenta de un cambio en la metilaci6n del

promotor de Ryr3. Sin embargo resulta interesante poder cuantificar la magnitud de los cambios,

para esto  se  procedi6  a realizar  la secuenciaci6n de pr6rima generaci6n de  ADN modificado

por bisulfito  (Ned Generation Bisulphite Sequencing). La secuenciaci6n se realiz6 sobre ADN

obtenido desde hipocampos completos de animales adultos de 8 semanas de edad mantenidos

en  EE  y  condiciones  estindar.  En  adici6n  se  consideraron  animales  de  3  semanas  de  edad,

considerados j6venes.  Cabe destacar que a las 3 semanas, los animales no ban ingresado a las
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manipulaciones ambientales, por ende estas muestras nos muestran el estado de metilaci6n del

promotor antes de la manipulaci6n ambiental. Los animales adultos corresponden a los animales

utilizados en el PCR en tiempo real en que se cuantific6 la amplificaci6n rela,tiva del MSP (Figura

3.2.2b), solo que por motivos de espacio para muestras, de los 5 animales s6lo se incluyeron 4

para el analisis. La secuenciaci6n realizada cousider6 tres amplicones que cubren los dinucle6tidos

CpG de int;erfes, ubicados en el promotor proximal y primer ex6n de Ryr3. La estilnaci6n de la

metilaci6n se obtuvo de un promedio de 97460 lectures y rna covertura promedio de los CpGs

de 7861x con una tasa de conversi6n por bisulfito de un 99 97o. La secuenciaci6n arroj6 un alto

I aHPCSC
I aHPC-EE

€80€70€55446422  -98   77   379 433

I acIX€C
I acIX-EE

i;80€70-555446422 Lg8   77   379  433
CpG                                                                                               cpe

(a) Perfil de metilaci6n del hipocampo                            (b) Perfil de metilaci6n para corteza

I acb-SC
I acb-EE

€80€70€§5446422 -98   77   379 433

CpG

(c) Pefil de metilaci6n para cerebelo

Figura   3.2.4:   Perfil   de   metilaci6n   del   promotor   de   Ryr3.   Se   muestra   el   perfil   de
metilaci6n   obtenido   para,   1os   diferentes   CpGs   en   (a)   hipocampo   (HPC),   (b)   Corteza
(CTX)   y   (c)   Cerebelo   (Cb).   Se   comparan   muestras   provenientes   de   aninales   mante-
nidos   en   SC   y   en   EE.   Los   dinucle6tidos   CpG   se   encuentran   numerados   en   relaci6n
al   sitio   de   inicio   de   la   transcripci6n.   Se   consideraron   4   animales   para   la   secuenciar
ci6n   de   hipocampo   y   3   para   corteza   y   cerebelo.   La   significancia   se   evalu6   para   car
da  residuo  de  manera  independiente,  utilizando  la  prueba  de  t  de  Student.   *  p  <  0,05
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(a) Metilaci6n de citosinas -446 y 77   (b) Metilaci6n de citosinasrd46 y 77   (c)  Porcenta,je de Metilaci6n de ci-
en animales J6venes y Adultos           en cerebelo                                             tosinas -446 y 77 en corteza.

Figura 3.2.5: Secuenciaci6n del promotor de Ryr3: Se muestran los resultados de la secuen-
ciaci6n para el promotor de Ryr3 de animales j6venes y adultos mantenidos en SC y adultos
mantenidos en EE. (a) Se muestra el porcentaje de metilaci6n de las citosinas -313 y 77 para hipo-
campus de animales j6venes (jHPC-SC) y adultos mantenidos en SC (aHPC-SC) y adultos man-
tenidos en EE (aHPC-EE).  (b) Se muestra el porcentaje de metilaci6n 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 metilaci6n 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 per condici6n, los animates j6venes teni'an 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
comparaci6n entre mds de dos grupos se obtuvo por ANOVA con compraci6n multiple de `I\ikey.

porcentaje  de  metilaci6n  de  las  citosinas  ubicadas  en  el  contexto  CpG  en  el  hipocampo  de

animales adultos (74 % ± 15). Este porcentaje de metilaci6n de las citosinas se observa tambi6n

para cerebelo  (68 9ro ± 22) y corteza (77 97o ± 13)  (Figura 3.2.4)

A  pesar  del  alto  nivel  de  metilaci6n  encontrado  en las  diferentes regiones,  se  observa un

aumento significativo en el porcentaje de metilaci6n de las citosinas -446 y 77 cuando el ADN

substrato de la secuenciaci6n proviene de hipocampos de animales mantenidos en EE en compar

raci6n al porceutaje de metilaci6n obtenido para muestras de animales mantenidos en condiciones

estindar (Figura 3.2.4). Al observer en detalle el porcentaje de metilaci6n de estas citosinas, se

observa que en hipocampo de animales j6venes (P21) el porcentaje de metilaci6n de las citosinas

-446 y 77 alcanza un 86 97o ± 7. Este porcentaje de metilaci6n cae en los hipocampos de animales

adultos a un 75i 97o ± 6, recuperindose al nivel de los animales j6venes cuando los animales se

mantienen en EE (87 97o ± 5)  (Figura 3.2.5a). Estos resultados sugieren que el EE perlnite recu-

perar o mantener el nivel de metilaci6n mostrado por los animales j6venes. Resulta, interesante

que este cambio en la metilaci6n se observe solo cuando el ADN proviene de hipocampo, ya que

en corteza y cerebelo, el euriquecimiento no tiene efecto sobre el porcentaje de metilaci6n de las
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Ctx                                      Cb                       Mlx   (+)

i,_i---------I-------I
Figura 3.3.1: Control de la obtenci6n de los cADNs:  Gel de agarosa al 1,5 % con el pro-
duct;o de PCR utilizando partidores para Cycl uthizando como substrato CADN proveniente
de diferentes animales  (1-5). Hpc, hipocampo. Ctx, Corteza.  Cb, Cerebelo. El estandar corres-
ponde a un  100pb,  se muestran tamafios  de referencia en pares de bases  (pb).  El carril mix
corresponde a un control que posee todos los componentes de la retrotranscripci6n pero carece
de trauscriptasa reversa, este control es generalmente conocido como -RT.

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

En conjunto, los resultados obtenidos por medio de MSP y la secuenciaci6n del promotor de

Ryr3 dan cuenta de un cambio en la metilaci6n de CpGs discretos y ubicados en el promotor

proximal de Ryr3.  Este aumento es especffico para hipocampo, ya que ni cerebelo ni corteza

mostraron el cambio en la metilaci6n de las citosinas a pesar que las muestras estudiadas pro-

vienen del mismo grupo de animales. Con esto en mente, se procedi6 a evaluar las consecuencias

a nivel de ARN meusajero (mAEN) para determinar si este cambio en la metilaci6n puede estar

asociado a la I.egulaci6n transcripcional de Ryr3.

3.3.    Expresi6n G6nica

3.3.1.    'Ihanscripci6n Reversa y Estandarizaci6n de partidores

Una vez establecido que existe un cambio en la metilaci6n del promotor de Ryr3 como pro-

ducto de las manipulaciones ambientales realizadas, se procedi6 a determinar si exist;e un cambio

en los niveles de ARN meusa,jero para animales silvestres y nulos para Mecp2 mantenidos en las

diferentes condiciones. Asf, para evaluar los niveles de meusajeros de Ryl.3 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 trauscripci6n reversa,,  obteni6ndose

ADN clonado (CADN). El CADN obtenido se utiliz6 como substrato para un PCR convencional

utilizando partidores papa ciclofilina como control del proceso, corroborindose la integridad del

CADN y descartindose la contaminaci6n por remanentes de ADN (Figura 3.3.1).

Para evaluar la expresi6n g6nica de Ryr3 y Ryl.2 se disefiaron partidores especfficos para sus
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(b) Evaluaci6n de los Partido-
res

Figura 3.3.2: Estandarizaci6n de partidores para PCR en tiempo real:  Se muestra la
estandarizaci6n de los partidores utilizados para la evaluaci6n de los niveles de mARN de Ryr2
y  Ryr3  (a)  Gel  de  agarosa, al  1,5%  con  lus  productos  obtenidos  para un PCR en  gradiente
utilizando los partidores de Ryr2 y Ryr3.  1,  2, 3 y 4 representan a las Tin de 55, 58,7, 62,2 y
65 °C, respectivamente. (b) Gel de agarosa al 1,5 97o con el producto de un PCR convencional con
Tin de 55 °C utilizando los partidores para Ryr2 y Ryr3 y un pool de CADN como substrato.
H19 se utiliz6 como control positivo de la reacci6n utilizando ADN gen6mico colno substrato.El
estindar corresponde a un 100pb,  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 (Tin) desde 55° a

65°C  (Figura 3.3.2a).  Se seleccion6 la temperatura de 55°C  como temperatura de alineanien-

to (Tin) para trabajar. La Tin seleccionada se puso a prueba una vez mds mediante un PCR

convencional. La especificidad de los partidores se advierte en que no se observa producto ines-

pecffico en el gel, ademas el talnafio del amplic6n corresponde al esperado, los tanafios teoricos

esperados se pueden revisar en la tabla 2.3.2 (Figura 3.3.2b).

Los resultadus de PCR en tiempo real que se presentan a continuaci6n se obtuvieron utilizan-

do el m6todo de AAct para la cuantificaci6n relativa de la abundancia de ARN meusajeros. Este

m6todo de cuantificaci6n relativa exige que se cumplan ciertos parametros tecnicos descritos en

la secci6n m6todos de esta tesis.  Con esto en mente, se realizaron las evaluaciones pertineutes

que validan el uso de esta metodologi'a para las diferentes condiciones de trabajo utilizadas en

esta tesis. Estas evaluaciones estin propuestas y descritas en el trabajo de Livck and Schmittgen

(2001). En la figura 3.3.3 se presenta la evaluaci6n de la abundancia del mensajero normalizador

en las  diferentes condiciones y genotfpos  de inter6s para esta tesis.  Se puede observar que la

expresi6n de Cycl se mantiene constante en las diferentes condiciones y genotfpos, entregando

la, certeza de que las diferencias observadas en lag abundancias de los ARN mensajeros no se

deben a variaciones en la, abundancia del mensajero normalizador. Asf mismo, se presenta un

analisis representativo de las eficiencias de los partidores de Ryr3 y Cycl. El metodo de Livak
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Figura 3.3.3: Validaci6n del metodo  AAct:  Se presentan las evaluaciones necesarias para
validar la utilizaci6n del m6todo AAct para la cuantificaci6n relativa de la abundancia de ARN
mensajeros.  (a)  Se muestra la expresi6n rela,tiva del mensajero normalizador Cycl evaluado en
las diferentes condiciones y genctfpos utilizados en esta tesis. (b) Se examinaron las eficiencias de
los pariidores uti]izados para el mensajero de interds Ryr3 y el normalizador Cycl obteni6ndose
el valor de Act (Ct Ryr3 - Ct Cycl) para cada punto de las diluciones seriadas 1/1, 1/5, 1/10,
1/2!OyllE,iJ.

and Schmittgen (2001) requiere que las eficiencias de los partidores sean similares, papa lo cual

plantea evaluar c6mo varia el Act con diferentes diluciones del CADN. Se puede observar que la

regresi6n lineal es prdeticamente horizontal, indicando que las eficiencias de ambos partidores

son similares e independientes de las diluci6nes con que se trabaj6 el CADN (Figura 3.3.3). Este

tipo de evaluaci6n se realiz6 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 metodo de

AAct  (Livak and Schmittgen, 2001). De esta forma se valida, el uso de esta metodologi'a. para

la evaluaci6n de los resultados obtenidos por PCR en tiempo real.

3.3.2.    Expresi6n Relativa de Ryr2 y Ryr3

EI PCR en tiempo real se realiz6 con las condiciones determinadas previamente papa cada

set de partidores, como normalizador se utiliz6 Ciclofilina.  Como control adicional, cada vez se

realiz6 rna curva de melting, en donde se pudo coIToborar la obtenci6n de un producto rinico

como resultado de la amplificaci6n del PCR en tiempo real (datos no mostrados). Los resultados

del PCR en tiempo real fi]eron evaluados segdn el m6todo AAct (Schmittgen and Livak, 2008).

Cada muestra obtenida desde la transcripci6n reversa fie evaluada en tripHcado en el PCR

en tiempo real, obteni6ndose un Ct  (Ciclo Umbral) promedio para cada animal evaluado. Este
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WT-SC                           WT-EE
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(a) Expresi6n Relativa del mARN de RyR2                 (b) Expresi6n Relativa del mARN de Ryr3

Figura 3.3.4: Expresi6n relativa del mARN de Ryr2 y Ryr3 en hipocampos de anima-
Ies silvestres: La expresi6n del mARN de Ryr2 y Ryr3 en animales silvestres mantenidos en
EE (WT-EE) fue evaluada por qpcR y normalizada en funci6n de los animales silvestres man-
tenidos en SC (WT-SC). (a) Se evalu6 el mARN de Ryr2 en hipocanipos de animales silvestres.
(b)  La expresi6n 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 condici6n, errores corresponden a ± SEM.

valor promedio es el que se utiliza para establecer la expresi6n relativa entre las condiciones. Los

resultados se presentan como expresi6n relativa en funci6n de los animales WT-SC o KO-SC

segrin corresponda. Los errores graficados corresponden al error estandar de la media.

Para determinar si las manipulaciones ambientales determinan una modificaci6n en los niveles

de mAEN de Ryr2 y

3 se evalu6 el nivel de mARN en hipocampos de animales mantenidos en condiciones estindar

y EE. Se observ6 un aumento de la expresi6n de los mARN de Ryr2 y Ryr3 en hipocampo de

los aninales silvestres mantenidos en EE en relaci6n a los animales mantenidos en condiciones

estindar (Figura 3.3.4) . Es interesante que ambas isoformas involucradas en procesos de memoria

y  a,prendizaje  presenten  rna  respuesta transcripcional  frende  a  este  estimulo  reconocido  por

inducir plasticidad dependiente de la experiencia.

3.3.3.    Expresi6n  Relativa  de  Ryr2  y  Ryr3  en  Ratones  Nulos  papa

Mecp2

Dado que previamente logramos  determinar que la metilaci6n del promotor de Ryr3  au-

menta, producto de la mantenci6n de los aninales en el ambiente enriquecido, es posible que su

regulaci6n transcripcional sea dirigida por una proteina de uni6n a, ADN metilado, como Mecp2.
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Para comenzar a evaluar esta posibiHdad, se compar6 la expresi6n del mARN de Ryr2 y Ryr3

en hipocampos de anilnales nulos para Mecp2 con los niveles de expresi6n mostrados por sus

hermanos silvestres.  Los niveles  de mARN  de Ryr2  observndos  en ratones nulos para Mecp2

no mostraron diferencias en relaci6n a ]os niveles de sus hermanos silvestres (Figura 3.3.5). Sin

embargo, se destaca la dislninuci6n significativa del mARN de Ryr3 observada en los ratones

nulos para Mecp2 en relaci6n a sus hermanos silvestres (Figura 3.3.5). Est;os resultados sugieren

que Ryr3, pero no Ryl.2, es un blanco transcripcional directo de Mecp2. Asf mismo, resulta in-

teresante que el EE no presente efecto sobre la expresi6n del mARN de Ryr3 en los hipocanpos

de animales nulos para Mecp2  (Figura 3.3.5c),  sugiriendo un rol de activador transcripcional

para Mecp2 tanto en la condici6n basal como para la plasticidad dependiente de la experiencia

inducida por el paradigma de EE.

3.3.4.    Expresi6n Relativa de Ryr3 en Corteza y Cerebelo

Para  evaluar  si  la  sobre-expresi6n  del  mARN  de  Ryr3  es  espec{fica  para  hipocampo,  se

cuantific6 la expresi6n relativa de Ryr3 para los cerebelos y cortezas de los animales silvestres

mantenidos en EE en relaci6n a sus hermanos mantenidos en condiciones estindar. Llama la

WTLSC                             l{CLSC
ctnedpocondlcl6n

l{O€C                           KCLEE
GenotlpoJfond]clch

(a) Expresi6n Relativa del mARN de (b) Expresi6n Relatin del mARN de (c) Expresi6n Rela.tiva del mARN de
Ryl.2                                                       Ryr3                                                       Ryr3

Figura 3.3.5:  Expresi6n  Relativa  del  mARN  de  Ryr2  y  Ryr3  en  hipocampos  de
animales nulos para Mecp2: La expresi6n de los mARN de Ryr2 y Ryr3 en animales nulos
para Mecp2 mantenidos en condiciones estandar (KO-SC) fue evaluada pop qpcR y normalizado
en funci6n de los animales silvestres mantenidos en condiciones estindar (WT-SC). (a) Se evalu6
el mARN de Ryr2 en hipocanpos de animales nulos para Mecp2  (b) La expresi6n del mARN
de Ryr3 en hipocampos de animales nulos para Mecp2.  (c)  La expresi6n del mARN de Ryr3
en hipocampos de animales nulos para Mecp2 mantenidos en EE  (KO-EE)  en relaci6n 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 grffico se representan los resultados
de 4 y 6 animales por condici6n; los valores corresponden al promedio ± SEM.

48



WTSC                         WT-EE
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(a)  Expresi6n relativa del  mARN  de  Ryr3  en
cerebelo

WT-SC                           WT-EE
GenedpoJCondlclch

(b)  Expresi6n relativa del  mARN de RyR3 en
corteza

Figura 3.3.6: Expresi6n relativa del mARN de Ryr3  en cerebelos y cortezas de ani-
males silvestres (a) Expresi6n relativa del mARN de Ryr3 en Cerebelos de animales sflvestres
(b) Expresi6n Relativa del mARN de Ryr3 en cortezas de animales silvestres. La expresi6n del
mARN de Ryr3 en muestras de los diferentes tejidos de animales silvestres mantenidos en EE
(WT-EE)  fue evaluada por qpcR y normalizada en funci6n de los animales silvestres mante-
nidos  en  condiciones  estandar  (WT-SC).  En  el grafico  se  representan los resultados de  3  y 4
animales por condici6n respectivamente, los valores corresponden al promedio ± SEM.

atenci6n que las cortezas y cerebelos de los animales expuestos a enriquecimiento no mostraron

diferencias  significativas  en  la  expresi6n  de  Ryr3  en  relaci6n  a sus  hermanos  mantenidos  en

condiciones  estindar  (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 regulaci6n transcripcional inducida por el EE observada en

hipocampo es especffica para esta estructura.

3.3.5.    Comparaci6n de la Abundancia de los mARN de Ryr2 y Ryr3

Al  realizar  la  estandarizaci6n  inicial  de  los  partidores  se observ6  una  marcada  diferencia

en la expresi6n de los mARN de Ryr2 y Ryr3  (Figura 3.3.2b).  Por esto se busc6 validar esta

observaci6n por medio de qpcR. Para estos analisis se considero como referencia el mensajero

de  Ryr2,  obteni6ndose  que  en  hipocanpo  el  mensajero  de  Ryr3  es  significativamente  memos

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 manipulaci6n ambiental y la regulaci6n transcripcional

inducida por el EE, no se observan diferencias significativas entre los niveles de mensajeros de

Ryr2 y Ryr3, sugiriendo que la manipulaci6n ambiental conduce a una equiparaci6n de los niveles

de mensajero de ambas isoformas (Figura 3.3.7b).
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F`yF{2                                 RyR3

WT€C
F`yR2                                RyR3

VIT-EE

(a) El mAEN de Ryr3 estadisminuido en com-           (b)  EI  EE  equipara los  niveles  de  mARN  de
paraci6n a Ryr2                                                            Ryr2 y ftgrg

Figura 3.3.7: Comparaci6n de las abundancias de mARN de Ryr2 y Ryr3 en hipocam-
po: (a) El mARN de Ryrg se encuentra significativamente menos abundante en comparaci6n al
mARN de Ryr2 en animates silvestres mantenidos en condiciones estindar (t-test p = 0,0372).
(b) En ratones mantenidos en EE no se observan diferencias en las abundancias del mARN de
Ryr3 en comparaci6n al mARN de Ryrg. Se presentan resultados de 4 animales por condici6n
± SEM.

En conjunto, los datos obtenidos al evaluar la expresi6n g6nica 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-expresi6n de Ryr2 y Ryr3 en hipocanpo de animales

silvestres. En a,usencia 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. Cousecuentemente, en ausencia de Mecp2, Ryr3

no muestra el incremento transcripcional inducido por el EE observado en animales sflvestres.

Tanto los niveles reducidos  de mARN de Ryr3 observado en  animales nulos para Mecp2  en

relaci6n a los aninales silvestres mantenidos en condiciones estindar, como la ausencia de sobre-

expresi6n inducida por EE observada en los animales nulos para Mecp2 sugieren  que Mecp2

actda, como activedor transcripcional de Ryr3. Se debe destacar que la regulaci6n transcripcional

mostr6 ser especffica para hipocampo, ya que de manera similar al cambio en la metilaci6n, ni

cerebelo  ni  corteza mostraron  cambio  en  los  niveles  de  mARN  de Ryr3.  Con  esto  en  mente

se procedi6 a evaluar la interacci6n directa de Mecp2 con el promotor de  Rgrr3 por medio de

inmunoprecipitaci6n de cromatina.
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Figura 3.4.1: Estandarizaci6n de la sonicaci6n de cromatina:  (a) Se utilizaron dos juegos
de partidores con productos de 500 y 200pb aprorimados, n6tese que la eficiencia del amplicon
de menor tamafio no se ve afectada por un menor tiempo de sonicaci6n.  (b) Se observa un gel
de agarosa al 2 97o con la cromatina sonicada por 15 y 30 minutos. N6tese el enriquecilriento de
los fragmentos alrededor de los 200pb para las diferentes muestras. El estindar corresponde a
un 100 pb, se muestran tamafios de referencia en pares de bases (pb).

3.4.    Inmuno precipitaci6n de cromatina

3.4.1.    Estandarizaci6n de la sonicaci6n

Para esta,blecer una relaci6n directa entre la regulaci6n transcripcional de

3,  la modificaci6n  de ]a metilaci6n inducida por  el EE y Mecp2,  se  debe poner a prueba

la interacci6n de Mecp2 con el promotor de Ryr3. Para esto se procedi6 a realizar ensayos de

inmunoprecipitaci6n de cromatina. Inicialmente se disefiaron rna serie de partidores dirigidos

al promotor proximal de Ryr3 y al locus H19 (Cuadro 2.3.5),, estos partidores fueron probados

utilizando ADN gen6mico y cromatina.  Cabe sefialar que el locus H19 corresponde a un locus

silenciado por imprinting mediante la metilaci6n del alelo patemo, este silenciamiento es depen-

diente de Mecp2  (Drewell et al., 2002). Inicialmente fue necesario realizar una estandarizaci6n

para obtener los fragmentos de cromatina del tanafio adecuado para la inmuno precipitaci6n,

lo que se realiz6 utilizando como substrato hipocampo complet;o y fijando la potencia del soni-

cador a un 75 % del marimo. El tiempo de sonicaci6n mostr6 tener efecto sobre el tamafio de

los fragmentos de cromatina y por ende un PCR cuyo producto alcanza los 500 pb no pudo ser

amplificado al realizar la, sonicaci6n por 30 minutos.  Cuando ]a sonicaci6n fue de 15 minutos,

se observa el producto de PCR de 500pb  (Figura 3.4.1a). Debido a que los anplicones de los

partidores disefiados para evaluar la interacci6n de Mecp2 con las diferentes regiones gen6mi-

cas  son  de alrededor de  100pb,  se  decidi6 realizar la sonicaci6n por  15  minutos,  evitando  el
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Figura 3.4.2: Estandal.izaci6n de partidores para Chlp: Los partidores fueron probados
inicialmente con ADN gen6mico, observindose una amplificaci6n 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 inespecfficas para los sets de
pariidores 2 y 3. El estindar corresponde a un 100pb, se muestran tamafios de referencia en
pares de bases (pb).

sobre-calentamiento de la muestra.  Los fragmentos obtenidos por la sonicaci6n se encuentran

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

3.4.2.    Estandarizaci6n de partidores

Los partidores utilizados fueron probados inicialmente en ADN gen6mico (datos no mostra-

dos) , posteriormente se realiz6 una prueba utilizando como substrato la cromatina previamente

sonicada  (Figura 3.4.1b)  y finalmeute  se  realiz6  una prueba de  inmunoprecipitaci6n  (Figura

3.4.2). Es int;eresallte destacar que a pesar de una amplificaci6n limpia cuando el substrato es

ADN gen6mico, esto no siempre fue asf para la cromatina fragmentada. Por lo que ]a prueba de

inmunoprecipitaci6n fue determinante para definir los partidores a utilizar en los experimentos

posteriores. Debido a la presencia de bandas inespecfficas en los juegos de partidores 2 y 3, el

set de partidores utilizado para evaluar la interacci6n de Mecp2 con el promotor de Ryr3 fue el

par ndmero 1  (Figura 3.4.2).

3.4.3.    Evaluaci6n de la Interacci6n de Mecp2 con el promotor de Ryr3

Una vez determinado el tiempo de sonicaci6n 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 interacci6n de Mecp2. Para esto se obtuvo cromatina de hipocam-

pos de animales mantenidos en condiciones estandar y en anbiente enriquecido y se utiliz6 como

substrato para el proceso de inrmlno precipitaci6n de cromatina (Chip) utilizando un anticuerpo
\

dirigido contra Mecp2. En total se evaluaron 10 animales representando 4 replicados hiol6gicos
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por condici6n y distribuidos en dos experimentos. El primer experimento se realiz6 para validar

el anticuexpo, utilzindose 2 ratones mantenidos en SC, 2 ratones mantenidos en EE y 2 ra,tones

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 detect6 inmunoprecipitado

cuando la cromatina provino de los ratones mutantes nulos. El segundo experimento cousidero 3

(a) Inmuno precipitaci6n locus H19                           (b) Inmuno precipitaci6n promotor Ryr3

WTSC                       W+EE

Genotipo¢ondjci6n

(c)     Cuantificaci6n     relativa     del     inmunor
precipitedo

FtyR3                                     H19

Rogi6n Gen6mica

(d)  Cuantificaci6n por % del input

Figura 3.4.3: Evaluaci6n de la interacci6n de Mecp2  con el promoter  de Ryr3:  Se
realiz6 la inmunoprecipitaci6n utilizando un anticuerpo contra Mecp2, el inmunoprecipitado se
evalu6 con los pariidores dirigidos al promoter de Ryr3 y al locus H19. Se observa el producto
final de los PCR reanzados para evaluar la interacci6n de Mecp2 con (a)  el locus H19 y  (b)  el
promotor de Ryr3. El input representa la carga de cromatina utilizada en cada condici6n e IgG
represeuta el control de especificidad.  Se presenta el resultado de dos muestras por condici6n.
(c)  Se presenta la cuantificaci6n relativa utilizando  el m6todo  AAct  de la amplificaci6n  del
inmunoprecipitado del promotor de Rgrr3 considerando la amplificaci6n del inmunoprecipitado
obtenida para el locus H19  como normalizador.  Se presentan los resultados  obtenidos para 3
animales por condici6n, valor promedio ± SEM. Significancia se evalu6 por i de Student, * p <
0,05. (c)  Se prensenta la estimaci6n del 97o 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 animates per condici6n, .valor
promedio ± SEM. La significancia se evalu6 por ANOVA de dos vias, ** p < 0,01.
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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 adici6n

el inmunoprecipitado obtenido fue evaluado mediante PCR en tiempo real, estos resultados se

presentan utilizando el m6todo de AAct cousiderando al locus H19 como normalizador de la

inmuno precipitaci6n de Mecp2 (Figura 3.4.3c), el m6todo AAct se describe con mayor detalle

en la secci6n metodos. Asf mismo, se presenta la, cuantificaci6n del inmunoprecipitado obtenido

como 97o del input para los locus en estudio segrin 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 enriquecimieuto en comparaci6n a, la condici6n estindar (Figura

3.4.3b). En contraste, el producto de PCR obtenido para el locus H19 no muestra una diferen-

cia noforia cuando la cromatina inmunoprecipitada proviene de animales en EE 6 SC (Figura

3.4.3a). Para la, cuantificaci6n relativa de la amplificaci6n en el promotor de Ryr3 se utiliz6 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 comparaci6n a la abundancia obtenida para la cromatina que

proviene de animales mantenidos en SC (Figura 3.4.3c). Finalmente, el andsis de los resultados

como % del input muestran un incremento significativo del 97o de inmunoprecipitado obtenido en

el promoter de Ryr3 cuando la cromatina proviene de animales mantenidos en EE  (1,4697o  ±

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 muest,ran un incremento de la interacci6n de Mecp2 con el promotor

de Ryl.3 producto de la exposici6n al anbiente enriquecido.

3.5.    Plasticidad dependiente de la experiencia

3.5.1.    Regulaci6n de la Via Racl-PAK de Remodelaci6n de Actina

`Itabajos  67} era.fro ham mostrado ]a participaci6n de los canales RyR en la regulaci6n de la

vi'a Racl-PAK de remodelaci6n de actina, contribnyendo a la formaci6n de espinas dendriticas.

Como se destac6 en la introducci6n, los canales RyR son determinantes en la sobre-expresi6n del

microENA132, el cual tiene entre sus blancos al mensajero de p250GAP, rna proteina activadora
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VITLSC                               VVT-EE

Genotlpocond[ci6n

(a.) Expresi6n relative de miR132

VVT-SC                              `^IT-EE

Conotipo-Condlcf6n

(a) Expresi6n relativa de p250GAP

wTLsc                          \n/T-EE

Genotlpo.Cond)cl6n

(b) Expresi6n relativa de Mecp2

I(O€C                           KO-EE

Genotypo{ondlt]on

(d) Expresi6n relativa de p250GAP

Figura 3.5.1: Expresi6n relativa de genes asociados a la modulaci6n de la via Racl-
PAK.  (a)  Cuantificaci6n de miR132 en ratones silvestres mantenidos en enriquecimiento  (EE)
en relaci6n a sus hermanos mantenidos  en  condiciones  estindar  (SC).  (b)  Cuantificaci6n del
mARN de Mecp2 para animales silvestres mantenidos en enriquecimiento (EE) en relaci6n a sus
hermanos mantenidos en condiciones estindar (SC). (c) Cuantificaci6n del mARN de p250GAP
pal.a animales silvestres mautenidos en enriquecimiento (EE) en relaci6n a sus hermanos mante-
nidos en condiciones estandar  (SC).  (d)  Cuantificaci6n del mARN de p250GAP para animales
nulos para Mecp2 mantenidos en euriquecimiento (EE) en relaci6n a sus hermanos nulos pars
Mecp2  mantenidos  en  condiciones  estindar  (SC).  Se  muestran resultados  de 4  animales  por
condici6n para, el analisis del miR132 y 6 animales por condici6n para expresi6n g6nica, valor
promedio ± SEM.

de la funci6n GTpasa de Racl y que actria como regulador negativo  de la sinaptog6nesis.  Se

ha  observndo  que  los  canales  RyR son  necesarios  para el  incremento  de  espinas  dendriticas

det;erminados por la act,ivaci6n de esta via,  llegando  a sugerirse que los  canales RyR pueden

contribuir a la formaci6n de espinas dendrfticas inducida por actividad.  Considerando esto, se

tiene una condici6n dada por el aninal silvestre, el que muestra rna regulaci6n transcipcional

robusta en respuesta al EE y una condici6n alterada en el rat6n nulo para Mecp2, el que no

muestra cambio transcripcional al ser mantenido en el enriquecimiento. Esto podrfa determinar
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diferencias en la regulaci6n de la via Racl-PAK, lo que determinarfa 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 anbiental esta asociado a la regulaci6n de la via Racl-PAK de remodelaci6n

de actina.

Con este fin, se evaluaron los niveles de miR132 en ratones silvestres mantenidos en enrique-

cimiento ambiental en relaci6n a sus hermanos mantenidos en condiciones estandar. Se observ6

que los animales mant;enidos 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 utiliz6 un ARN pequefio, sno234, como normalizador end6geno, cousiderandose posibles

variaciones cuyo origen sea relacionado a la extracci6n de RNAs pequefios y no a las manipula-

ciones ambientales. Para evaluar la funcionalidad de este incremento en los hiveles de miR132,

se evalu6 el nivel de mARN de sus blancos,  M€cp2  y pe50GAP.  Se observ6 una disminuci6n

significativa de h4lecp2  (Figura 3.5.1b) y rna reducci6n de un 60 97o en los niveles de mARN de

p250GAP  (Figura 3.5.1c) en las muestras provenientes de hipocanpos de animales mantenidos

en EE en relaci6n a sus hermanos mantenidos en SC.  Estos da,tos sugieren que el incremento

en miR132 es funcional. Asf , en ausencia de Mecp2 no se observa la disminuci6n de los niveles

WT€C                            VVT-EE

Genot]potondlcl6n

(a) Expresi6n relativa de PAK

WTLSC                           KOSC

Genotipo-Condlci6n

(b) Expresi6n rela.tiva de p250GAP

Figura 3.5.2: Evaluaci6n de la expresi6n relativa de PAK y p250GAP. (a) Cuantificaci6n
del mARN de p250GAP para animales silvestres mantenidos en enriquecimiento (EE) en relaci6n
a sus hermanos nulos para, Mecp2 mantenidos en condiciones estandar (SC).  (b)  Cuantificaci6n
del mARN de p250GAP para animales nulos para Mecp2 en relaci6n a sus hermanos silvestres
mantenidos en condiciones estindar  (SC).  Se presentan resultados obtenidos para 6  animales
por condici6n, valor promedio ± SEM.
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de mARN de p250GAP  (Figura 3.5.1d), sugiriendo que no hay activaci6n de la via Racl-PAK

en los animales nulos para Mecp2.  PAK se encuentra rio abajo de Racl  en la via de remode-

laci6n de actina. No se observaron canbios en los niveles de PAK al contrastar las condiciones

ambientales (Figura 3.5.2a), sugiriendo que la disminuci6n del mARN de Mecp2 y p250GAP es

especffica para blancos del miR132.

Para determinar el rol de Mecp2 en la regulaci6n de p250GAP, se evaluaron los niveles de

mARN  de  pe50GAP  en ratones  nulos  para Mecp2  en relaci6n  a sue 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 formaci6n de espinas

dendriticas, cabe preguntarse si la ausencia de regulaci6n observada en los animales nulos para

Mecp2 determina consecuencias estructurales en sue hipocampos.

3.5.2.    Cuantificaci6n de Espinas Dendriticas

Como se describe en la introducci6n, rna de las principales caracteristicas del EE es la plasti-

cidad sinaptica estructural inducida por la experiencia. Sin embargo, las alteraciones presentadas

por los animales nulos para Mecp2 en cuanto a regulaci6n transcripcional de Rgrr3 y p250GAP

podrfan traducirse en una alteraci6n de la plasticidad estructural inducida por este paradigma.

WT            Mecp2-n u I o

VVT€C       KOSC       WT-EE       KOEE

Gonotlpocond]c[6n

(a) Dendritas Representativas                              (b)  Cuantificaci6n de las espinas dendrfticas

Figura 3.5.3: Densidad de Espinas Dendrfticas:  (a) Se muestran dendritas representativas
de los diferentes grupos de trabajo. Barra en esquina inferior derecha es de 5 pun. (b) Se muestra
la cuantificaci6n de las espinas dendriticas por cada 10 Hm de dendrita para ratones silvestres
(WT),  animales  nulos  para  Mecp2  (KO)  mantenidos  en  condiciones  est6ndar  (SC)  y  en  en-
riquecimiento anibiental  (EE).  La significancia se obtuvo por ANOVA revelindose diferencias
significativas al comparar a, b y c con p <  0,05. Se consideraron 3 animales por condici6n y al
memos 20-30 dendritas per animal. Los gr6ficos presentan el promedio ±SEM.
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Para deteminar si este era el caso, se realiz6 tinci6n de Golgi y se procedi6 a cuantificar el

ndmero  de espinas  dendrfticas  en el area 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 deusidad de espinas

dendriticas en animales silvestres mantenidos en EE en relaci6n a sus hermanos mantenidos en

SC. Asf mismo, una caracteristica fenctfpica de los animales nulos para Mecp2 es la disminuci6n

de la densidad de espinas dendrfticas. Estos resultados validan rna vez mds nuestro paradigma y

modelo de estudio. Es interesante que el EE determina un incremento en la densidad de espinas

dendrfticas en los ratones nulos para Mecp2 sugiriendo que existen mecanismos independientes

de Mecp2 que permiten la formaci6n de nuevas espinas dendrfticas. Sin embargo, 1a diferencia

observada al comparar la densidad de  espinas  dendrfticas  de los  animales  silvestres y nulos

para Mecp2 mantenidos en EE sugiere que la plasticidad estructural inducida por el EE en log

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

3.5.3.    Laberinto acuatico de Morris

La memoria espacial es una tarea dependiente de la funci6n hipocampal y el laberinto acual

tico de Morris (MWM) ha sido amplianente utilizado para evaluar esta fimci6n. Segtin se sefial6

en la introducci6n, 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 determiner si la inca,pacidad de re-

gular la actividad transcripcional de Ryr3 y la, alteraci6n en la formaci6n de espinas dendrfticas

dependiente de actividad observnda en los animales nulus para Mecp2 determina rna alteraci6n

en la funci6n hipocampal, se evalu6 1a capacidad de aprendizaje espacial de los diferentes grupos

experimentales. En esta prueba se debi6 excluir al grupo de aninales nulos para Mecp2 mante-

nidos en condiciones estindar, ya que su condici6n fi'sica a, 1as 8 semanas de edad imposibilita

su capacided de nado.

Con este fin se llev6 a cabo el entrenaniento de ratones en el laberinto acuatico de Monis

per 4 dfas.  Cada dfa se realizaron  cuatro repeticiones  de la prueba.  La validez del protocolo

de  entrenamiento  se pone  en evidencia al observar la disminuci6n  de las latencias  de escape

de los aninales silvestres a medida que transcurren los dfas de entrenamiento  (Figura 3.5.4),

dejando en evidencia el aprendizaje de la ubicaci6n 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 ensa,yos llevados a cabo durante el (a) Dfa 1,  (b) Dfa
2, (c) Dia 3 y (d) Dfa 4 para los diferentes grupos experimentales evaluados. Animales silvest,res
mantenidos en condiciones estindar se representan por un cil.culo cerrado (n = 8), los animales
silvestres mantenidos en euriquecimiento se representan con un cuadrado cerrado (n = 6) y los
animales nulos para Mecp2 mantenidos en EE se representan por un triingulo cenado (n = 6).
Los datos se presentan como valor promedio ± SEM.

cada repetici6n de la prueba comienza desde una ubicaci6n diferente de la piscina para evitar el

aprendizaje basado en claves propioc6ntricas, fortaleci6ndose el aprendizaje de la ubicaci6n de

la plataforma en funci6n de las claves ambientales.

Las latencias de escape de la primera repetici6n de la prueba en los diferentes dr.as represen-

tan los resultados del entrenamiento de manera mds clara y permite descartar variables como

el cansancio producido por el nado en las repeticiones  col]secutivas.  Primero se puede  corro-

borar que el aprendizaje de la ubicaci6n 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  acuatico  de  Morris:  Se
presentan las latencias de escape de la, primera repetici6n de la prueba en los diferentes dfas de
entrenamiento. Se presenta el valor promedio ± SEM, el ninero de animales por grupo es el
mismo presentado en la figura anterior. ANOVA p < 0,01, diferencia en relaci6n a WT-SC.

riquecimiento ambiental muestran rna disminuci6n de ]a latencia de escape el primer intento

del segundo dia, sugiere que el enriquecimiento ambiental facilita el aprendizaje espacial en es-

ta pmeba. Para nuestra sorpresa, se observ6 que las latencias de escape de los animales nulos

para Mecp2 no muestran rna disminuci6n en ninguno de los dfas de entrenamiento  (Figuras

3.5.4 y 3.5.5).  Sin embargo,  al ser evaluados con una plataforma visible,  dos dfas despuds 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

EWTLSCTrained

Condici6n

E
\^/TSC                         Tralned

Condici6n

(a) Cuantificaci6n del mAEN de Ryrg                          (b)  Cuantificaci6n del mARN de Ryr£

Figura 3.5.6:  Cuantificaci6n relativa  de  los  mARN  de  RyR2  y  RyR3  de  animales
entrenados: (a) Cuantificaci6n del mARN de RyR2 para los animales entrenados en el laberinto
acuatico de MOITis en relaci6n a aninales  que no fueron entrenados.  (t-test,  * =  0,0116)  (b)
Cuantificaci6n del mARN de RyR3 para los animales entrenados en el laberinto acuatico de
Morris en relaci6n a animales que no fueron entrenados.  (t-test, * = 0,0310).
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Figiira 3.5.7: Evaluaci6n de la Metilaci6n del promotor de Ryr3 de animales entre-
nados: (a) Se aprecia el producto de MSP obtenido al utflizar como substrata 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 acuatico de Morris (WM).
(b) Se observa el producto de MSP obtenido para cada animal considerado en el pool utilizado
en  (a).  El estindar corresponde  a un  100pb,  se muestran tamafios de referencia en pares  de
bases  (pb).

la ausencia de aprendizaje de la ubicaci6n de la plataforma no tiene su fundamento en alguna

incapacided motora remanente del fenotipo  de los ratones nulos para Mecp2.  La incapacidad

de adquisici6n 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

condici6n, destacando el rol de Mecp2 para llevar a cabo tareas de memoria y aprendizaje.

El entrenaniento en el laberinto acuatico de Morris determina, un incremento en la actividad

transcripcional de Ryr2 y ftyr3 en rata (Adasme et al., 2011). Para determiner si esto ocurre

en ra,t6n,  se realiz6 PCR en tiempo real utilizando  como  substrato  CADN  obtenido  desde  el

hipocampo de ratones entrenados en el laberinto acuatico y fue cuantificado en relaci6n a un

grupo de animales silvestres mantenidos en condiciones estindar y que no fueron expuestos al

entrenamiento. La cuantificaci6n relativa muestra un incremento en los mensajeros de Ryr2 y

Ryr3  en relaci6n a los  animales controles  (Figura 3.5.6).  Esto fue corroborado  con diferentes

normalizadores para evitar un sesgo producto de variaciones en el mislno.

Una vez  determinado  que  existe  un  incremento  en el mensajero  de Ryl.3  inducido por  el

entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris, se hizo uso del MSP previanente estandarizado

para evaluar la metilaci6n del promotor del gen Ryr£. Con este fin, se extrajo ADN de hipocampo

de animales entrenados y de sun hermanos que no fueron sometidos al entrenamiento. EI ADN

fue modificado por  bisulfito  previo  al ensayo  de PCR especffico para, metilaci6n.  Primero  se

trabaj6 con un pool de ADN agrupando aquellos aninales 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

acuatico en comparaci6n 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 rat6n considerado en

el pool, corroborindose las observaciones realizadas anteriormente. Estos datos sugieren que el

incremento transcripcional observado en aninales entrenados en el laberinto acuatico de Morris

en relaci6n sus hermanos no entrenados esta asociado a un cambio en la metilaci6n del pl.omotor

de Ryr3, de manera similar a lo observado en enriquecimiento.
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Capftulo 4

Discusi6n

4.1.    Aspectos Generales

4.1.1.    Complejidad

j,C6mo pueden eventos telnporalmente puntuales originar cambios perdurables en el tiem-

po? Esta, iuterrogante es compartida por la biologia del desarrollo y la neurociencia. La biologfa

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 informaci6n

gerfetica, ass como las claves ambientales discretas que determinan el surgimiento de esta plasti-

cidad fenotfpica. Asf mismo, comprender los procesos cognitivos complejos como la memoria y el

aprendiza,je, desde una perspectiva biol6gica, requiere comprender c6mo es posible preservar in-

formaci6n a pesar del perpetuo recambio de las proteinas que conforman cada neurona y de qu6

manera puede esto conducir a cambios funcionales en la conectividad de los circuitos neuronales.

Este proceso requiere que moleculas individuales puedan auto-perpetuar estados adquiridos en

rna reacci6n independiente del recambio de las proteinas participando en el proceso, incluso

en ausencia del estinulo que gatill6 la reacci6n en un comienzo.  Es interesante que lag modi-

ficaciones neuroepigen6ticas, y de pandicular interes para esta tesis, la meti]aci6n de citosinas,

cuenten con la capacidad de autcLperpetuarse. Brindando sustento a ]a posibilidad de que en la,

neuroepigenetica se encuentre un fundamento biol6gico de la memoria, asf como la epigenetica

ha in ostrado ser de la biologfa del desarrollo, participando activanente de la diferenciaci6n y

compromiso celular(Burton and Torres-Padilla, 2014).
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El c6digo de la metilaci6n del ADN permanece atn oculto para el conocimiento, resultan-

do imposible asignar rna fLmci6n  a pro.or6  a una modificacion  determinada.  A pesar de esto,

su complejidad queda expuesta en cada trabajo publicado.  La metilaci6n de citosinas ocurre

principalmente en citosinas ubicadas en un dinucle6tido CpG. Estos dinucle6tidos se encuentran

presentes a rna tasa Inenor a la esperada a lo largo del genoma,  concentrindose en regiones

conocidas como islas CpG, 1as 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-

tilaci6n, y en cada promotor, regi6n codificante, intr6n y regi6n interg6nica, exdste un sinninero

de residuos CpG susceptibles de tomar uno de estos tres estados, alterando asf la afinidad de

factores de transcripci6n, proteinas MBD y complejos remodeladores de la croma,tina asociados

(Bird,  2002),  modificindose en consecuencia la, actividad transcripcional de los genes. A esta

complejidad debemos sumar la, reciente evidencia mostrando que la metilaci6n no se limita solo

a los residuos CpG, alcanzando a los dinucle6tidos CpA, CpC y CpT (CpH en conjunto)  (Guo

et  al.,  2014).  En adici6n,  modificaciones  que surgen de la metilaci6n de citosinas,  tales como

la hidroxi-metilcitosina, hen mostrado contener infomaci6n funcional con impacto relevante en

conductas  (Feng et al.,  2015). Esta modificaci6n forma parte de la via, de demetilaci6n de rna

citosina, haciendo que el paisaje de este tipo de modificaciones est6 lejos de ser comprendido.

A continuaci6n buscaremos profundizar en lo que se conoce respecto al rol de ]a generaci6n y

mantenci6n de una marca neuroepigen6tica en la formaci6n de memorias.

4.1.2.    Estado Basal, Modificado y Auto-Perpetuaci6n.

Las DNMT, enzimas encargadas de llevar a cabo la metilaci6n del ADN, pueden dividirse

en un  grupo  conocido  como DNMTs  de mantenci6n y otro  conocido  como DNMTs  de novo.

El primer grupo es capaz de metilar citosinas ubicadas en el contexto de dineucle6tidos CpG

hemimetilados. Mientras que el segundo grupo es capaz de dan origen a una marca de metilaci6n

previamente inexistente. Entre anbos grupos, se advierte la capacidad de dan origen a nuevas

marcas  epigeneticas en el ADN,  marcas  que podrin perpetuarse en el tiempo  (Figura 4.i.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 autopexpetuarlo de manera independiente del estfmulo que caus6 la
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Figura 4.1.1: Esquema para formaci6n y mantenci6n de una nueva marca epigenetica:
Una nueva marca epigenetica surge en el contexto CpG gatillada por un estfmulo y la actividad
de las DNMT de 7}ouo.  Esta nueva marca puede ser perpetuada por la actividad de las DNMT
de mantenci6n. Este ciclo permite la creaci6n de un estado epigerfetico nuevo y su perpetuaci6n
independiente del estfmulo que da origen al proceso.

activaci6n original (Day and Sweatt, 2011). Este paralelo, sumado a la complejidad del c6digo

de la metilaci6n de las citosinas, brindan un paisaje tinico que permite plantear un rol para la

metilaci6n del ADN como almac6n de la memoria.

Asf, se ha logrado establecer una estrecha relaci6n entre la metilaci6n del ADN y las diversas

subregiones cerebrales, evidenci6ndose que los cambios en la metilaci6n estin relacionados con

la funcionalidad de la subregi6n cerebral en estudio. Asf , el hipocampo, cuyo rol predominante

recae sobre la consolidaci6n de la memoria, ha mostrado presentar cambios en la metilaci6n que

son altamente din&micos, alcanzando una duraci6n del orden de dies. Por su parte, la corteza,

cuyo rol en almacenamiento de largo plazo es conocido, ha permitido identificar modificaciones

de la metilaci6n que alcanzan el mes de duraci6n (Miller et al., 2010). Asi mismo, inhibidores de

las DNMTh ham mostrado merman memorias remotas de manera temporal y subregi6n especffica,

sugiriendo que la capacided autoperpetuante de la metilaci6n es requerida para la mantenci6n de

memories remotas e implicando que la formaci6n de la memoria dio origen a cambios perdurables

en la metilaci6n (Miller et al., 2010) . Se tiene asf un paisaje complejo capaz de dan origen a nuevas

metilac6nes de citosinas con la capacidad de autorperpetuarse en el tiempo, constituyendo un

proceso  que  ha demostrado  ser necesario para el establecimiento y mantenci6n  de  memorias.

Esto,  sin  embargo,  no  da luz  a los  mecanismos  que permitan  establecer rna relaci6n  directa

entre la memoria y la metilaci6n de citosinas.  Al finalizar debemos recordar que la metilaci6n

de citosinas ha demostrado ser un fen6meno sumamente pldstico e incluso reversible, lo que se

puede cousiderar un factor contraproducente e incluso limitante para reconocer en la metilaci6n

una  funci6n  como  almacen  de  memories.  Notaremos  que  la  plasticidad  de  la  metilaci6n  no

imposibilita su rol en la formaci6n de memorias, sin embargo, exige el establecimiento de nuevos

65



mecanismos fLmcionales.

4.1.3.    Metilaci6n del ADN y plasticidad sinaptica

Las  memories  son  almacenadas  a  diferentes  niveles,  desde  c6lulas  a  circuitos  espeofficos.

Conocer de qu6 manera puede la neuroepigen6tica alterar la. funcionalidad neuronal y la orga-

nizaci6n de circuitos neuronales es una pregunta, sumamente relevante para comprender su rol

en procesos cognitivos complejos. Los circuitos pueden abarcar diferentes subregiones dd cere+

bro y diferentes tipos celulares, consecuentemente es posible plantear que el establecimieuto de

memorias requiera de diferentes mecanismos de plasticided actuando en diferentes c61ulas que

acttian como un conjunto funcional.  La plasticidad sinaptica comparte caracteristicas funda-

mentales con la memoria, incluyendo sus caracteristicas bdsicas: la asociatividad, especificidad

y el requerimiento de un estinulo lo suficientemente fuerte para gatillar el evento pldstico. Es

mds,  la memoria de largo plazo y la potenciaci6n de largo t6rmino requieren de la sfntesis de

nuevas protofnas,  evento que puede ser epigen6ticamente regulado a traves de la modulaci6n

de la actividad transcripcional. Asf mismo, la modulaci6n de la fuerza sinaptica, ha demostrado

ser capaz de participar activameute en la, formaci6n y expresi6n de memorias  (Nabavi et al.,

2014). De aqu' mace la importancia de comprender la relaci6n que existe entre la metilaci6n de

citosinas y la plasticidad sinaptica, presentindose como un medio capaz de proyectar este c6digo

epigenetico a los circuitos que subyacen la formaci6n de memorias.  Se ha puesto en evidencia

que inhibidores de las DNM'It son capaces de inpedir la potenciaci6n de largo t6rmino inducida

por estimulaci6n en r&fagas theta aplicada en las colaterales de Schaeffer. Este protocolo deter-

min6 una demetilaci6n de los genes BDNF y Reelin  (Sui et  al.,  2012; Levenson et al.,  2006).

Datos similares fueron obtenidos utilizando ratones nulos papa DNMTl y DNMT3a, sugiriendo

la, estrecha, relaci6n entre la plasticidad sinaptica y los cambios en la metilaci6n de las citosi-

nas  (Morris and Mouteggia,  2014).  Asf,  para comprender la metilaci6n como un substrato de

almacenamiento de la memoria, es necesario estrechar la relaci6n entre los cambios en la meti-

laci6n y los cambios en la plasticidad sinaptica. Sin embargo, relacionar plasticidad sinaptica y

metflaci6n de citosinas conlleva un problema te6rico al comprender que los cambios en la meti-

laci6n afectan a la celula como un todo, mientras la plasticidad sinaptica presenta propiedades

y cambios sumamente especfficos para cada sinapsis.

Los cambios globales inducidos por cambios en la metilaci6n pueden relacionarse a cambios
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en la funcionalidad sinaptica considerando tres escenarios posibles descritos por Da;vid Sweatt

(Guzman-Karlsson et al., 2014) y representados en la figura 4.1.2: i) Iios cambios en la metilaci6n

pueden  alterar  la capacidad  de respuesta de una neurona frente  a los  estinulos  que recibe,

favoreciendo la ocurrencia de cambios en la fuerza sinaptica que serin los responsables de originar

los canibios permanentes en la celula, ii) Los cambios en la metilaci6n pueden alterar la expresi6n

de genes involucrados directamente en procesos de plasticidad,  favoreciendo los cambios de la

fuerza sinaptica iii) Los cambios en la metilaci6n pueden determinar una estabilizaci6n de las

fuerzas sinapticas una vez que ya ban ocurrido los eventos de plasticidad sinaptica, permitiendo

pexpetuar la fLmcionalidad adquirida en las sinapsis. Los escenarius descritos pueden actuar a

nivel sinapsis-especffico y a nivel de celula como un todo, en lo que se conoce como plasticidad

intrfnseca y escalamiento sinaptico.  Estos tres mecanismos  descritos probablemeute actden al

uni'sono, en diferentes poblaciones celulares, subregiones anat6micas e incluso acttien de manera

conjunta en una c6lula inica, determinando que el canino para develar un rol directo para la

metilaci6n del ADN en la memoria sea sumamente complejo. Debido a esta complejidad, se Lace

relevante estrechar ]a relaci6n entre los cambios en la metilaci6n y los canbios 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 neuroepigeneticos  con modi-

ficaciones conductuales. En una primera etapa se hace necesario establecer el vincu]o estfulo

ambiental - epigen6tica - actividad transcripcional.  Luego abordar el rol de los cambios en la

actividad transcripcional en las propiedades pldsticas inducidas por el estrfulo ambiental de

inter6s y finalmente la relaci6n  entre las  modificaciones pldsticas y ]as conductas que surgen

debido al estinulo. El gen blanco de estudio en esta tesis, Ryr3, cuenta con diversos trabajos

documentando su rol en procesos de plasticidad sihaptica, trabajos que condujeron el, estudio

de su funci6n en procesos cognitivos complejos. Debo destacar tambien su col en la formaci6n

de espinas dendrfticas, 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 formaci6n es dependiente de la experiencia (Poo et al., 2016).

Por otra parte, Mecp2, la proteina reguladora dependiente de la metilaci6n 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, atn se desconocen los
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Figura 4.1.2:  Efectos  putativos  de  un  cambio  global de  metilaci6n sobre  la funci6n
neuronal:  Se representan diferentes escenarios antes y despues de un evento de aprendizaje o
experiencia que determina un cambio en las marcas epigeneticas, alterando la expresi6n de genes
funcionalmente relevantes. a) Se representa la modificaci6n de la capacided de respuesta de una
neurona. La modificaci6n puede disminuir o aumentar la tasa de respuesta neuronal, reduciendo
o facilitando los fen6menos que determinan la modulaci6n de la fuerza sin6ptica.  En la figura
se  ejemplifica  un  aumento  en  la  tasa  de  respuesta  neuronal,  favoreciendo  el  establecimiento
de fen6menos  de potenciaci6n  de largo  plazo.  b)  Se representa el efecto  de  los cambios en la
expresi6n de genes que participan directamente de la potenciaci6n de largo plazo, permitiendo
aumentar  la  fuerza  sinaptica  de  aquellos  procesos  en  donde  las  condiciones  lo  permiten.  De
manera similar los cambios en la expresi6n genica pueden involucrar genes que contribuyen a
la disminuci6n de la fuerza sinaptica, con el efecto opuesto al ejemplificado en la figura.  c)  Se
representa una estabilizaci6n de las fuerzas sinapticas, tornindose la celula apldstica se permite
conservar los estinulos y sus valencias sinapticas.

mecanismos  que hacen que esta proteina sea tan  determinante en  los procesos de plasticidad

sinaptica.  En conjunto, estus candidatos de estudio guardan adn secretos por reveler, secretos

que pueden contribuir para comprender el funcionamiento del sistema nervioso cuando se re-

quiere de la experiencia como motor de calnbio neuronal. El paradigma de estudio de esta tesis,

el euriquecimiento ambiental, permite poner a prueba log mecanismos claves que subyacen los

procesos cognitivos complejos,  como la formaci6n de espinas dendriticas,  la modulaci6n de la

fuerza sinaptica y los cambios transcripcionales que subyacen dichos cambios.  A continuaci6n,

bajo la luz de los conceptos aquf descritos, se presenta rna discusi6n enfocada a lus 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.    Metilaci6n

4.2.1.    PCR Metilaci6n Especffico  (MSP)

La metilaci6n del ADN es una de las principales marcas epigen6ticas, sin embargo llevar a

cabo un estudio acabado de sus modificaciones no es sencillo y se trausforma en rna apuesta

riesgosa cuando se busca comprender el control de la actividad transeripcional de un gen parti-

cular. Es por esto que se decidi6 dar comienzo a la evaluaci6n de la metilaci6n del promotor de

Ryr3 con una t6cnica laboriosa, el MSP. Estandarizar esta t6cnica ro fie sencillo y requiri6 de

un esfuerzo considerable. Sin embargo, los resultados obtenidos permitieron delinitar una, regi6n

de interts para proceder al analisis de secuenciaci6n. EI MSP permiti6 evaluar de una manera

cualitativa la metilaci6n de citosinas ubicadas en la regi6n promotora de Ryr3 en hipocampo de

animales mantenidos en enriquecimieuto ambiental, observindose un incremento en el producto

de MSP en comparaci6n al producto de la amp]ificaci6n observnda para, muestras de ADN obter

nidas desde hipocampos de animales mantenidos en condici6n estindar. Este primer resultado

sugiri6 que la manipulaci6n ambiental determina un cambio significativo de la metilaci6n del

promotor de Ryr3,  dando empuje al desarrouo 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 epigen6tico, rna carac-

terfstica previamente mencionada y que p ermite estrechar la relaci6n memoriarneuroepigen6tica.

Tambi6n debe considerarse que, rna vez estandarizado, el MSP corresponde a una t6cnica de

bajo  costo y rapida de realizar,  lo qiie permiti6 Ia evaluaci6n  cualitativa de la metilaci6n  en

diferentes condiciones que no pudieron ser incluidas en el estudio por secuenciaci6n. Asi, el MSP

permiti6 no s6lo  dan pie al estudio de la metilaci6n por secuenciaci6n, sino tambi6n aliondar

en los alcances de la regulaci6n transcripcional de Ryr3, utilizindose esta t6cnica para evaluar

cambios en la metilaci6n producto del entrenamiento conductual en el laberinto acuatico 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 secuenciaci6n, permitiendo validar el

uso del MSP como una prinera aproximaci6n en la brisqueda de regiones de inter6s para fines

de control transcripcional por modificaciones  de la metilaci6n del ADN.  Teniendo  esto  como

base, se procede a, una discusi6n acabada de los resultados obtenidos para la secuenciaci6n del

promotor de Ryr3.
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4.2.2.    Secuenciaci6n del promotor de Ryr3

Para el analisis de la, metilaci6n por medio de la secuenciaci6n se hizo necesario delimitar una

regi6n de inter6s (ROI) susceptible de dirigir la actividad transcripcional del gen. Considerando

los resultados obtenidos por MSP y debido a que el reconocimieuto de las citosinas metiladas

es independiente de la secuencia contexto, se decidi6 cousiderar el promotor proximal del gen

que codifica para Ryr3 como regi6n de interds para el estudio de la metilaci6n y como agente

mediador de la actividad transcripcional. Haciendo uso de la secuencia de referencia (Refseq)

para Ryr3, se identific6 el sitio de inicio de trauscripci6n y a partir de este sitio se consideral'on

1000pb rio arriba, y 800pb rfo abajo. Los 1000pb rfo ariba contienen el promotor minino de

Ryr3 y los 800 pb rfo abajo del inicio de transcripci6n incluyen el primer ex6n y paste del priner

intr6n. La regi6n de 1800 pb contiene 9 dinucle6tidos CpG, de los cuales 5 se localizan entre los

700 y los 400 pares de bases rfo arriba del sitio de inicio de transcripci6n; estos sitios fueron el

blanco de la secuenciaci6n.

Para tener un marco de referencia,  se hace necesario  cousiderar que la regi6n de interes

no  contiene  islas  CpG  identificables por medio  de los  principales  parametros  utilizados  por

los  algoritmos bioinfomaticus.  Puede entonces sefialarse  que el promotor preximal de Ryr3

es rna regi6n con baja frecuencia de dinucle6tidos CpG. Est,o es importante de cousiderar al

momento de comparar los resultados de este trabajo con otros similares, ya que la mayoria de

los promotores contienen dstas islas ricas en dinucle6tidos CpG rio arriba del sitio de inicio de

transcripci6n y es para este tipo de promotores para los que se cuenta con la mayor cantidad

de informaci6n bibliografica. Para aquellos promotores libres de islas CpG es aceptado que la

metilaci6n de  los residuos  CpG  conduce  al silenciarniento  del gen,  brindado  la ca,pacidad  de

regular la expresi6n en rna forma tejido especffica  (Han et  al.,  2011).  En el caso presentado

en esta. tesis, se evalu6 la metilaci6n de dinucle6tidos CpG en dos condiciones en que el gen

blanco se encontr6 siempre transcripcionalmente activo, marcando una diferencia significativa

con el estudio de comparaci6n entre tejidos. En esta tesis se pudo observar que la metflaci6n de

citosinas ubicadas en una regi6n libre de islas CpG es capaz de activar transcripcionalmente a un

gen blanco, marcando un cambio en la forma en que se concibe la metilaci6n de CpGs para este

tipo de promofores. Estas pequefias diferencias en los mecanismos de regulaci6n transcripcional

mediadas por modificaciones  epigeneticas  ban llevrdo  a la formaci6n de la neuroepigenetica

como campo de estudio, en donde cambios en la metilaci6n de dinucle6tidos CpG determinan
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cambios en la magnitud de la actividad trauscripcional de un gen, a diferencia de los cambios

binarios del tipo expresi6n/no expresi6n observndos paras tejidos perifericos (Han et al., 2011).

Como se sefial6 en la introducci6n, aquenos dinucle6tidos CpG preseutes en regiones libres

de islas CpG presentan rna alta probabilidad de estar metilados, lo que nos hizo esperar un alto

porcenta,je de metilaci6n en la HOI. Efectivamente, el porceutaje de metilaci6n observndo 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 metilaci6n de citosinas discretas

(-446 y +77). El aumento de metilaci6n alcanz6 un 10 97o por sobre lo observado para aquellos

residuos en muestras de ADN obtenido  desde animales mantenidos en condiciones est6ndar.

Es importante sefialar que los trabajos  de genomica, global utilizan un umbral de un 5 97o  de

cambio en la metilaci6n para detectar regiones de inter6s. Estos resultados guardan relaci6n

con las observaciones realizadas a nivel gen6mico,  en donde se identific6 a las  CpGs aisladas

como aquenos residuos cuya metilaci6n es susceptible de ser modificada de manera estinulo

dependiente  (Guo et  al.,  2011).  Estos resultados resaltan la importancia de los  CpG aislados

ubicados en promotores libres de is]as CpG, no solo como silenciadores tejido especfficos, sino

como blancos capaces de dirigir la actividad transcripcional en respuesta a estinulos ambientales.

Se observ6 que el aumento en la metilaci6n inducido por el EE permiti6 alcanzar niveles

comparables a los observados para los aninales j6venes (p21), sugiriendo que el avance en edad

disminuye la metilaci6n de los residuos -446 y +77.  Esta similitud result6 de particular im-

portancia, ya que sugiere que los riveles de metilaci6n alcanzedos por los residuos -446 y +77

corresponden a un nivel fisiol6gicamente relevante. Se puede sugerir entonces que la estimula-

ci6n ambiental brindada por el enriqueciniento no determina una, metilaci6n an6mala de dichos

residuos, sino mds bien recupera o mantiene su metilaci6n en un nivel fisiol6gicamente 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 abord6

el efecto de la restricci6n cal6rica sobre los cambios en la expresi6n g6nica del flea CAl  del

hipocampo inducidos por el envejeciniento (Schafer et al., 2015). Este trabajo encontr6 que el

envejecimiento (15 meses) reduce significativamente los niveles del mensajero de Ryr3 y que la

restricci6n cal6rica es capaz de revertir esta disminuci6n. Asf, podri'a sugerirse que la disminu-

ci6n de la metilaci6n obser`nda para los residuos -446 y +77 entre el P21 y las 8 semanas de

edad puede eventualmeute proyectarse en el tiempo y subyacer la disminuci6n de los niveles
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Figura 4.2.1: Esquematizaci6n del resultado de la secuenciaci6n del promotor de ryr3.
(a) Se destaca la especificidad del aumento en la metilaci6n de las citosinas -446 y +77 observado
en hipocampo de animales silvestres Inanteliidos en EE  (b) En forma esquematica se destaca
el  estado  de la metilaci6n de las citosinas -446 y +77 en los  animales P21  y el  efecto de las
manipulaciones ambientales sobre la met,ilaci6n en adultos de 8 semanas. Las citosinas metiladas
se representan como circulos negros mientras que su contraparte no metilada se representa, como
un circulo vefo.

de meusajero  de Ryr3  observndos en animales  envejecidos de  15  meses.  Esto permite sugerir

rna, posible relaci6n entre los cambios en la expresi6n genica que acompafian al envejeeiniento

con cambios en la metilaci6n del promofor de Ryr3. Siendo mds osados, ca,be interrogarse si la

recuperaci6n de los niveles de meusajero de Ryr3 observados como producto de la restricci6n

cal6rica, pueden estar acompafiados por rna recuperaci6n del nivel de metilaci6n del promotor

actuando como mecanismo de regulaci6n transcripcional. La restriccion cal6rica y el envejeci-

miento son un area de intensa investigaci6n y resultarfa prometedor cousiderar las observaciones

presentadas en futuros trabajos.

De los resultados obtenidos para la secuenciaci6n del promotor de Ryr3, se destaca la obser-

vaci6n de que el aumento en la metilaci6n inducida por enriquecimiento fue observndo exclusi-

vamente en el hipocanpo, no asf en la corteza, ni el cerebelo (Figura 4.2.1a) e interesantemente,

ambas regiones no Inustraron el incremento de la actividad transcripcional observndo en el hi-

pocampo. Estas observaciones destacan la importancia de la relaci6n entre la metilaci6n y la

actividad transcripcional de Ryr3. Sin embargo, este fen6meno no da cuenta de causalidad, es

decir, puede considerarse que un aumento en la metilaci6n dirige un aumento en la actividad

transcripcional o que un aumento en la actividad transcripcional dirige un aumento en la metilar

ci6n (Figura 4.2.2) . Para un analisis mis detallado debe considerarse la informaci6n obtenida de

otros experinentos, punto que sera analizado posteriormente. Para comprender la especificidad
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Figura 4.2.2: Relaci6n causal  entre  cambios  en la metilaci6n y  la actividad trans-
cripcional. Se represent;a un gen te6rico, con su promotor proxinal e inicio de transcripci6n.
Los cfrculos representan las citosinas metiladas a) Se representa el caso en que el cambio en la
metilaci6n ocurre en primer lugar, dando paso a, la modificaci6n de la actividad transcripcional.
b)  Se representa el caso en que el cambio en la actividad transcripcional tiene lugar primero,
dando paso a la modificaci6n de la metilaci6n en segundo lugar.

de los canbios en la metilaci6n, debemos tener en cuenta, que en esta tesis se cousider6 el total

de la corteza, sin rna disecci6n en subregiones especfficas.  Cabe plantearse la posibilidad que

una disecci6n de la corieza en regiones especfficas hiciese factible encontrar regiones en las cua-

les la expresi6n y la metilaci6n de Ryr3 se vean afectadas por el protocolo de enriquecimiento

ambiental. Ast, es posible que otras rectones del cerebro presenten un comportamiento similar,

resultando llanativo evaluar regiones involucradas en interocepci6n, como la corteza insular, y

conductas motivndas, como el drea tegmental ventral. La corteza motora representa rna regi6n

de particular inter6s, ya que dados no publicados del laboratorio del Dr. Kerr sugieren que el en-

riquecimiento ambiental es capaz de inducir plasticidad estructural en esta regi6n de la corteza,

sugiriendo que un analisis detallado de esta regi6n puede eventualmente mostrar resultados simi-

lares a lo observado en el hipocampo. El «efecto dfluci6n» es un problema reconocido dentro de

la investigaci6n buscando establecer la funci6n de Mecp2 (Sugino et al., 2014). El efecto diluci6n

sostiene que la diversidad de poblaciones celulares cousideradas dentro de una muestra podrfa

ocultar los efectos de la regulaci6n transcripcional de rna poblaci6n nenronal especffica (Sugino

et al., 2014).  Cousiderando el problema del efecto diluci6n,  es posible que la magnitud de los

cambios en la. metilaci6n del promotor de Ryr3 sean mayores a lo observndo y que producto de

la heterogeneidad de la muestra de hipocanpo completo la magnitud se vea opacada. Se hace

necesario que en futuros trabajos se considere una selecci6n tipo celular-especffica, permitiendo

conocer el efecto del enriquecimiento sobre la metilaci6n del promotor de Ryr3 en una poblaci6n

neuronal especffica.

Los resultados obtenidos para el analisis de metilaci6n, tanto por MSP como por secuenciar
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ci6n, deben contrastarse con trabajos sinilares, en particular con el trabajo realizado per Guo

y colaboradores (2011). En este trabajo se utiliz6 el shock electro convulsivo (ECS) como medio

para incrementar la actividad neuronal y se evaluaron lus cambios en la metilaci6n a rivel gen6-

mico. El paradigma de enriquecimiento utilizado en esta tesis represeuta una forma natural para

incrementar la actividnd neuronal y desde este puuto de vista, ambos trabajos son relativaneute

comparables. Asf, podemos destacar la importancia, que en ambos trabajos se haya observado

un aumento en la metilaci6n del promotor de Ryr3, sugiriendo que existe rna estrecha relaci6n

entre la actividad neuronal y el nivel de metilaci6n del promotor de Ryr3. Sin embargo, anbos

trabajos discrepan en cuanto al efecto del aumento en la metilaci6n sobre la expresi6n de Ryr3,

ya que en el trabajo de Guo y colaboradores se observe una disminuci6n de los niveles de mensa-

jero de Ryr3 como producto del ECS. Esto puede recaer sobre las diferencias que ambds trabajos

presentan, mis alla de la diferencia obvia del protocolo de estimulaci6n utilizado. Se destacan

el tiempo al cual las muestras fueron trabajadas (4 horas post ECS versus 5 semanas en enri-

quecimiento) y la regi6n del cerebro contemplada para analisis (giro dentado versus hipocampo

completo). Es posible que exista un efecto de diluci6n de cierto grado que permite observar el

efecto global de diferentes poblaciones neuronales al considerarse los diferentes orfgenes de las

muestras. Estas diferencias mos recuerdan la complejidad oculta tras el c6digo de la metilaci6n

del ADN, y que a pesar del nivel de conocimiento que se tiene boy, no es posib]e atn asignar

una f`mci6n deterinada a la metilaci6n, sin un estudio acabado. A pesar de esto, es llamativo

considerar la modificaci6n epigerfetica como causa de los cambios transcripcionales alcanzados

en anbos trabajos y que guardan estrecha relaci6n con el incremento de la actividad neuronal

alcanzado mediante dos paradigmas diferentes.

4.3.    Mecp2

4.3.1.    Rol de Mecp2 en la Regulaci6n de Ryr3

Ya los primeros trabajos buscando comprender el rol de Mecp2 en la regulaci6n transcrip-

cional habfan 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). Asf, es posible considerar a Mecp2 tanto como

un activador o represor transcripcional.  De aqur' 1a necesidad de llevar a cabo trabajos  como
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el presente, que permitan comprender el rol de esta proteina en la regulaci6n transcripcional

de un candidato especffico. La alteraci6n de ]os niveles de Ryr3 en el modelo nulo para Mecp2

ha sido puesta en evidencia en al memos dos trabajos  (Zhan et al., 2013;  Ben-Shachar et al.,

2009a). Ambos trabajos dan cuenta de rna disminuci6n de la expresi.6n del meusajero de Ryr3

en cerebelos de animales nulos par.a Mecp2. Lus resultados de esta tesis corroboran y extienden

esta observaci6n al hipocampo, regi6n donde Ryr3 es expresado en mayor abundancia en compa-

raci6n a otras estructuras del cerebro (Mori et al., 2000). Asf, puede sugerirse un rol para Mecp2

como regulador trauscripcional de Ryr3, y siendo osados, se puede proponer que Mecp2 actria

como un activador transcripcional de Ryr3, ya que su ausencia determina una disminuci6n de

los niveles de mensajero para este canal. Sin embargo, debido al gran ndmero de factores que

se ven afectados en un modelo nulo como el utilizado en esta tesis, se hace necesario poner en

evidencia la interacci6n directa de esta proteina con el promotor de Ryr3.  Asf,  el ensayo de

inmunoprecipitaci6n de cromatina permiti6 corroborar la interacci6n directa, de esta proteina de

uni6n a citosinas metiladas con el promotor de Ryr3. Esta iuteracci6n se observ6 en los animales

mantenidos en condiciones estindar, sugiriendo que Meap2 es necesario para alcanzar los niveles

de basales de Ryr3 y que su regulaci6n no es del tipo todo/nada. Ast, esta tesis muestra que

Mecp2 juega un rol directo en la actividad transcripcional basal de Ryr3, permitiendo compren-

der la disminuci6n de los niveles de mensajero para Ryr3 observados en ]os animales nulos para

Mecp2, quedando expuesta la necesidad de contar con este lector de metilaci6n de ADN para`la

correcta actividad transcripcional de Ryr3.

Se observ6 que el enriquecimiento anbiental determina un incremento de la interacci6n de

Mecp2 con el promotor de Ryr3, probablemente sustentado en el aumento en la metilaci6n del

promotor de Ryr3. Esto se correlaciona con la mayor actividad transcripcional observnda para los

animales mantenidos en enriquecimiento. Asi, esta tesis corrobora la hip6tesis presentada en que

se postula que Mecp2 acttia como un activador transcripcional en el promotor de Ryr3, siendo

esta interacci6n necesaria tanto para alcanzar niveles basales de expresi6n como para deterHiinar

el incremento en la actividad transcripcional observado en los aninales 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 atn rna,yor fuerza al rol de actiwhor transcripcional de Mecp2. Se puede asf sefialar

que Mecp2  es necesario para lograr el aumento transcripcional observado  como  consecuencia
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de  la exposici6n  al  ambiente  enriquecido.  Con  estos  datos  podemos  retomar  el  concepto  de

causalidad de los cambios en la metflaci6n y actividad transcripcional presentado al comienzo

de la discusi6n  (Figura 4.2.2),  sugiri6ndose que el cambio en la metilaci6n precede al cambio

en la activided transcripcional observado para los aninales mantenidos en enriquecimiento, ya

que la interacci6n de Mecp2 es necesaria para el incremento transcripcional. En el supuesto que

la activaci6n transcripcional dirigiese los cambios en la metilaci6n, el modelo nulo para Mecp2

mostraria el incremento transcripcional y las diferencias se presentari'an solo a nivel de metilaci6n

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

inter6s. Entre las herramientas dispohibles destaca la posibilidad de modificar artificialmente el

nivel de metilaci6n en regiones gen6micas, herramienta que podrfa usarse en el promotor de

Ryr3, evaluindose si incrementar la metilaci6n es suficiente para dirigir el inmcrememto en la

actividad transchp cional.

En cuanto a la relaci6n entre plasticidad estructural observada en el EE y Mecp2, se des-

tacan trabajos que ham moshado que Mecp2 y, en particular su dominio de uni6n a citosinas

metfladas, son necesarios para el desarrono normal del drbol dendrftico (Zhao et al., 2015). Esto

sugiere que cambios en la metilaci6n 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 relaci6n. La regulaci6n descrita en esta tesis plantea a Ryr3 como un candidato

interesante para relacionar am.bos fen6menos, sin embargo existe un sinndmero de genes capaces

de participar en este proceso y que deberin ser estudiados sistematicamente para comprender

c6mo el anbiente logra impactar sobre los mecanismos que sustentan la plasticidad sinaptica.

4.3.2.    Implicancia papa el sindrome de Rett

No se puede pasar per alto la relaci6n de Mecp2 con el Sindrome de Rett, pa,tologi'a originada

principalmeute 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 proteina en la patogenesis de este

sindrome. Se ha postulado que el origen de la patologi.a recae sobre la funcionalidad alterada, de

esta proteina durante el desarrollo del individuo, por lo que el fenotipo exhibido por las pacientes

surge  exclusivanente  como  una cousecuencia de las  alteraciones  neurofisiol6gicas  adquiridas

durante  el  desarrollo temprano.  En  contraparte se tiene el planteamiento  de que Mecp2  es
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necesario para la funcionalidad normal del sistema nervioso central atn en la etapa adulta y que

por ende el fenotipo asocindo al sfndrome emerge como consecuencia de la funcionalidad altereda

de las neuronas carentes de esta proteina en la vida adulta y no como consecuencia de alteraciones

del desarrollo. El sindrome de Rett es cousiderndo una alteraci6n del neurodesarrollo ya que la

carencia de Mecp2 determine un fenotipo que se expresa durante el desarrollo temprano del

individuo  e  imposibilita la maduraci6n  completa  del sistema nervioso.  Sin embargo,  diversos

trabajas ham logrado cousolidar la idea de que Mecp2 es necesario para el correcto funcionamiento

neuronal en la vida adulta y que su carencia contribuye a las caracterfsticas exhibidas por las

pacientes de este sindrome (Kerr et al., 2012). Asf, la principal hip6tesis para un rol de Mecp2 en

la, vida adulta guarda relaci6n con su capacided de modificar la actividad transcripcional de genes

en respuesta a estimulos, sugiri6ndose asf que la carencia de Mecp2 determina la imposibilidnd

de almacenar nuevas memories debido a la incapacidad neuronal de responder a lus estfmulos

con  los  cambios  transcripcionales requeridos  para permitir  cambios  pldsticos  (Zoghbi,  2003).

Esta hip6tesis es sostenida con la base de observaciones realizedas en genes como BDNF,  sin

embargo, existe un gran vacfo por completer para sostener esta idea. La presente tesis, aporta

a la compreusi6n del rol de Mecp2 en la vida adulta, dejando en evidencia su rol directo en la

regulaci6n transcripcional de Ryr3. Asi mismo, comprohar que los animales nulos para Mecp2

son incapaces de mostrar la respuesta transcripcional de Ryr3 frente a la estimulaci6n ambiental

sugiere que existen aspectos de la funcionalidad neuronal que la ausencia de Meep2 imposibilita

recuperar.  Las  consecuencias  de  esto  escapan  al  traba,jo  de  esta  tesis,  pero son  sumamente

relevantes y resultan sumamente atractivas para desanollar en un future trabajo.

4.4.    Plasticidad Dependiente de la Experiencia

4.4.1.    Enriquecimiento Ambiental

EI  EE  es  un  paradigma  que,  a  pesar  de  su  sencmez,  continda  brindando  resultados  in-

teresantes para comprender el funcionamiento del sistema nervioso en condiciones normales y

patol6gicas. Este paredigma busca incrementar la calided y cantidad de estimulaci6n que reci-

ben los animales; para este fin se utilizan diversos juguetes, laberintos, ruedas de ejercicio y un

ndmero incrementndo de compafieros de jaula, permitiendo establecer interacciones sociales mds

complejas. Diversos trabajos ham buscado comprender el aporte de cada estfmulo a la funciona-
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lidad neuronal obtenida como cousecuencia de este paradigma, observindose que, por ejemplo,

la rueda de ejercicio es determinante en cuanto al efecto neurog6nico del EE (Kobilo et al., 2011;

Kemperlnann et al.,1997). Sin embargo, Ia rueda de ejercicio no es necesaria para observar los

efectos conductuales de este paradigma  (Meshi et  al.,  2006).  Asf,  descomponer los elementos

del EE en un esfuerzo por establecer las relaciones ca,usa-Ofecto de este paradigma resulta in-

eficiente, confuso y alejado del foco de esta tesis. Personalmente cousidero que la estinulaci6n

brindada por el conjunto de elementos utilizados en el EE es mayor que la suma de sus partes.

Por este motivo considero conveniente uthizar 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

sinaptico como estructural. Ambos procesos son cla.veg para la btisqueda de una relaci6n entre ]a

memoria y los cambios en la metilaci6n del ADN. EI EE es un paradigma reconocido tanto por

incrementar la fuerza sinaptica como por inducir plasticidad dependiente de la experiencia (van

Praag et al., 2000; Baroncehi et al., 2010; Nithianantharajah and Hannan, 2006). Recientemeute

se ha ]ogrado evidenciar 8.7i-a;6tjo que el EE determina no solo un incremento de la deusidad de

espinas dendrfticas sino que incrementa la. tasa de recambio de las mismas, sugiriendo que el

enriquecimiento favorece la dihamica de formaci6n de las espinas  (Jung and Herms, 2014). En

adici6n, el EE ha mostrado atenuar el fenotipo asociado a diversas enfermedades neurol6gicas,

se comprende asi su importancia como paradigma de estudio, tanto para comprender los cam-

bios que subyacen la plasticidad sinaptica en condiciones fisiol6gicas, como para comprender las

bases moleculares de enfermedades. Debido al gran ninero de cambios en ]a, expresi6n g6nica

que acompafian a este paradigma,  se hace necesario cousiderar los cambios neuroepigerfeticos

como una posible fuente de los mismos. Es relevante sefialar que una breve exposici6n a este

paradigma per 3 6 6 boras determina un incremento en la expresi6n de DNMT (Rampon et al.,

2000), brindando un marco para los cambios en la metilac6n observndos para el promotor de

Ryr3. Asi mismo, se ham observado cambios en la metilaci6n y acetilaci6n de histonas (Fischer

et al., 2007), sugiriendo que cambios en la estrucutra de la cromatina acompafian los cambios

de la expresi6n g6nica dirigidos por la estimulaci6n anbiental. Esto permite proponer a este

paradigpa como rna herramienta para comprender los cambios epigerfeticos que sustentan los

fen6menos de plasticidad relevantes para los procesos cognitivos.

En esta tesis, uno de los resultadus que avala la efectividad del paradigma usado, coITesponde
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a, ]a estimaci6n de la densidad de espinas  dendriticas en el area, CAl  del hipocanpo en los

animates expuestos  a un anbiente enriquecido.  Se observ6 un incremento de la densidad de

espinas dendriticas para los animales silvestres mantenidos en EE en relaci6n a sus hermanos

mantenidos  en  condiciones  estindar.  Llama la  atenci6n  que  los  animales  nulus para Mecp2

mantenidos en EE tambi6n presentaron un incremento en la densidad de espinas dendriticas

al ser  contrastados  con los  aninales nulos para Meap2 mantenidos en condiciones estindar,

sugiriendo  que  ciertas  cara€teristicas fundamentales  de este modelo murino  del sindrome  de

Rett pueden ser prevenidas o revertidas por medio de la estimulaci6n ambiental. Est,o concuerda

con observaciones previas que sugieren que el EE es capaz de atenuar el fenotipo neurol6gico de

este modelo de sindrome de Rett  (Kerr et al., 2010b; Lonet,ti et al., 2010). Debe sefialarse que

el aumento en la densidad de espinas dendn'ticas observado en los animales nulos para Mecp2

solo alcanz6 el nivel observndo para los animales silvestres mantenidos en condiciones estindar.

Esto sugiere que el incremento en la densidad de espinas dendrfticas observado para los animales

siivestres mantenidos en enriquecimiento requiere necesariamente de Mecp2  (Figura 3.5.3). EI

papel de Mecp2 en este incremento representa un tema de investigaci6n clave para comprender

la patog6nesis del sindrome de Rett y puede ser abarcada en un futuro trabajo.

Acompafiando las observaciones realizadas en cuanto a remodelaci6n estructural, se encuen-

tra la fachitaci6n del aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris mostrado por el

grupo de ratones silvestres mautenidos en EE. Tal fachitaci6n era conocida previanente para

tareas dependientes de hipocampo  (Dully et al.,  2001) y permite, una vez mds,  dan validez a

nuestro protocolo de EE. Destaca ]a correlaci6n entre las modificaciones estructurales induci-

das por el EE y la facilitaci6n del aprendizaje espacial en log animales silvestres. Sin embargo,

sorprende que los  animales nulos para Mecp2,` a pesar  de mostrar rna densidad de  espinas

dendriticas comparable a la de los animates silvestres, no tengan la capacidad de aprendizaje

de la ubicaci6n de la pla,taforma oculta. Se esperaba que estos grupos mostrasen un nivel de

aprendizaje similar, perdi6ndose exclusivamente la facilitaci6n del aprendiza,je inducido por el

EE. Sin embargo, se observ6 la total incapacidad de aprender esta tarea, destacando la impor-

tancia de Mecp2 para la expresi6n de plasticidad dependiente de la experiencia y la necesidad

de este fen6meno para el desarrollo de una capacidad cognitiva compleja como la memoria y

aprendizaje.

En relaci6n a la actividad transcripcional,  en esta tests se  observ6 un incremento  de los
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mensajeros de Ryr2 y Ryr3 como consecuencia de la exposici6n al paradigma de EE. La regu-

laci6n 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 per

aumentar la expresi6n de CREB (Willians et al., 2001) y por incrementar la activaci6n neurcr

nal. Sin embargo, se logr6 observar un incremeuto de 100 veces para el mARN de Ryr3 en los

animales mantenidos en enriquecimiento. Este aunento robusto puede componerse tanto por

un incremento de la actividad transcripcional como por la estabilizaci6n de los correspondien-

tes meusajeros. Esta ultima variable debe ser considerada en futuros trabajos. Tambi6n 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 neurofisiol6gicas relevantes y considerando que, como se mencion6 anterior-

mente, el enriquecimiento ha, mostrado atenuar el fenotipo asociado a, diferentes enfermedades

neurol6gicas, resultaria relevante evaluar el rol de lus canales RyR en este proceso asi como en

otros modelos de enfermedades del neurodesarrollo y de neurodegeneraci6n.  Asf mismo, se ha

puesto en evidencia que el EE facilita e incrementa la, magnitud de la potenciaci6n de largo

t6rmino (Cimadevilla et al., 2007), la, cual puede ser cousecuencia de un incremento del ninero

de espinas dendrfticas involucradas en el proceso o de un cambio en la funcionalidad de cada

espina dendriticas, 1os canales RyR ban mostrado pariicipar de anbos procesos. A travts de la

CICR, los canales RyR ban mostrado que participan en ]a potenciaci6n de largo termino en el

hipocampo (Grigoryan et al., 2012). Mientras que por medio de la regulaci6n del miR132, se ha

mostrado su participaci6n en la regulaci6n de la fomaci6n de espinas dendriticas (Lesialc et al.,

2014; Adasme et al., 2011). Ambos procesos son fisiologicaniente relevantes y permiten sugeril.

un rol para los canales RyR en las propiedades del EE sobre la potenciaci6n de largo t6rmino.

En  conjunto,  los  resultados  de  esta tesis  coIToboran la utilidad  de  este paradigma para

comprender la regulaci6n transcripcional de genes relevantes papa los fen6menos de plasticidad

sinaptica y estructural. Asi mismo, se puede plautear el uso de este paradigma para comprender

los mecanismos que subyacen patologfas neurol6gicas relevantes para el ser humano. Finalmente

destaco ]a utilidad del enriquecimiento ambiental como paradigma para comprender lus meca-

nismos por los cuales el ambiente determina, cambios en la actividad trauscripcional de genes,

surgiendo la neuroepigen6tica como un eje central.
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4.4.2.    Rol del Micro ARN 132 y Supresi6n de P250GAP

La participaci6n de los canales RyR en la formaci6n de espinas dendrfticas dependiente de

actividad ha sido previamente sugerida (Adasme et al., 2011; Lesick et al., 2014), sin embargo,

su contribuci6n a la, plasticidad dependiente de la experiencia no ha sido evaluada en un modelo

¢7a  urfuo.  Esta  contribuci6n es importante  de  evaluar  dado  que permite  establecer un vinculo

entre la epigerfetica y la remodelaci6n de circiritos neuronales. Las observaciones realizadas par

ra la densidad de espinas dendriticas guardan relaci6n con lo observado para el supresor de la

sinaptog6nesis, P250GAP. En animales silvestres mantenidos en EE, el aunento de la actividad

transcripcional de Ryr3 es acompafiado por un incremento en los niveles de miR132 y la con-

secuente supresi6n del regulador negativo de la sinaptogenesis, p250GAP. Ambos eventos estin

relacionados con la formaci6n de espinas dendri'ticas dependiente de actividad  (Lesick et al.,

2014;  Wayman et  al.,  2008; Impey et  al.,  2010). De manera contrastante,  los  aninales nulos

para Mecp2 mantenidos en un ambiente euriquecido, no muestran la supresi6n de p250GAP,

sugiriendo que la modulaci6n de la VI'a Racl-PAK no oculTe, inposibilitando la, formaci6n de

espinas dendrfticas que caracteriza a la plasticided dependiente de la experiencia. Llama la aten-

ci6n que los niveles de p250GAP no se encuentran alterados en los aninales nulos para Mecp2

en relaci6n a sus hermanos silvestres, sugiriendo que p250GAP no es un blanco transcripcional

directo de Mecp2. Recientemente se ha puesto en evidencia que la activaci6n farmacol6gica de

las Rho GTpasas permite recuperar el fenotipo de un modelo de sindrome de Rett, el rat6n

Mecp2-308  (De Filippis et al.,  2015, 2012), sin embargo el mecanismo por el cual Mecp2 con-

tribuye a la activaci6n de estas GTpasas es desconocido. En este contexto destacamos nuestras

observaciones que sugieren una contribuci6n indirecta de Mecp2 en la regulaci6n de p250GAP y

que muestran la incapacidad de los animales nulos para Mecp2 de suprimir p250GAP. Resulta

prometedor determinar si la sobreexpresi6n del miR132 o 1a supresi6n artificial de p250GAP

permiten recuperar la plasticidad dependiente de la experiencia en este modelo murino.

El microRNA132 participa en la formaci6n de espinas dendriticas en diferentes contextos

(Hansen et al., 2010; Tognini and Pizzorusso, 2012; Dhar et al., 2014), sin embargo, resulta de

sumo interds para esta t;esis que uno de los ARN meusajeros blanco de est;e micro ARN  sea

Mecp2  (Klein et al., 2007) y como tal, tambi6n fue evaluado en ]os animales silvestres mante-

nidos en EE. Es interesante coustatar que en aquellos ratones silvestres mantenidos en EE los

niveles de mARN de Mecp2 se encuentran disminuidos en relaci6n a sus hermanos mantenidos
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en condiciones estindar, sugiriendo que la activaci6n del miR132 es funcional. La quinasa PAK

es un efector n'o abajo de Racl y sue niveles no se vieron alterados per la manipulaci6n ambien-

tal, sugiriendo que las disminuciones de p250GAP y Mecp2 son especfficas para, estos blancos

del miR132. La dishinuci6n de los niveles de mARN de Mecp2 sugiere una retroalinentaci6n

negativa de la via de activaci6n transcripcional de Ryr3 y representa un drea de estudio utili-

zando otros paradiglnas de estimulaci6n o entrenamientos conductuales conducentes a memoria

y aprendizaje. Un trabajo reciente encontr6 resultados similares en cultivo de neuronas, repor-

tando que el incremento de la actividad neuronal inducida por Kcl determina rna disminuci6n

de la expresi6n de Mecp2 (Thopea et al., 2016), dando solidez a nuestras observaciones.

En conjunto se tiene que la estinulaci6n brindada por d EE determina un incremento en

la actividad transcripcional de Ryr3. Esto es acompafiado por un incremento en los niveles de

niiR132 y la cousecuente disminuci6n de sus mARN blancos,  Mecp2 y p250GAP.  p250GAP

acttia como un regulador negativo de la sinaptog6nesis y su supresi6n determina un incremento

en la formaci6n de espinas dendriticas. Asf se encuentra un fundamento celular a la plasticidad

dependiente de la experiencia evidenciada, en el incremento de espinas dendriticas observndo en

los aninales silvestres mantenidos en EE. Sin embargo, en ausencia de Mecp2 el enriquecimiento

ambiental no dirige el aumento transcripcional de Ryr3 ni la supresi6n de p250GAP, siendo Ryr3

un blanco directo y p250GAP un blanco indirecto de Mecp2. Cousecuentemente, 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

dendrfticas  que requlere necesarianente Mecp2 puede ser mediado por la via RyR-miR132-

p250GAP y su modulaci6n de la actividad de la VI'a, Racl-PAK de remodelaci6n de actina.

4.5.    Memoria Espacial

4.5.1.    Activaci6n Thanscripcional y Aprendizaje en el Laberinto Acua-

tico de Morris

Dados previos del laboratorio de la Dra. Hidalgo mostraron que el entrenaniiento en laberinto

acuatico de Morris incrementa los niveles de mARN de Ryr2 y Ryr3 en el hipocampo de rata.

En esta tesis se busc6 validar estas observaciones en rat6n y evaluar la posibilidad de que exista

un camhio en la metilaci6n del promotor de Ryr3 asociado a este canbio transcripcional. 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 utiliz6 el MSP para evaluar posibles cambios en la metilaci6n que

pudiesen asociarse al entrenamiento. Esto es posible solo al tener en cuenta la correspondencia

de los resultados observrdos para el MSP y la secuenciaci6n, segtin se sefial6 previamente. Se

tiene asf, rna t6cnica de bajo costo y bajo tiempo de realizaci6n que permite la evaluaci6n de la

metilaci6n del promotor de Ryr3 en animales entrenados. Conductualmente se pudo observar un

aprendizaje robusto y sostenido desde el tercer dfa de entrenamiento, puesto en evidencia por la

disminuci6n de la latencia de escape a trav6s de los dias y pop los cambios en las trayectorias desde

exploraci6n circular a lineas directas a la plataforma. En conjunto, estas observaciones permiten

corroborar la efect;ividad del protocolo de entrenamiento en el aprendizaje de la ubicaci6n de

la plataforma. En adici6n, en el trabajo de Adasme y colaboradores (2011) se utiliz6 un grupo

experimental que fue sometido al entrenamiento pero cuya plataforma oculta fie cambiada de

ubicaci6n durante el transcurso del mismo, dejindose en evidencia la, necesidad del aprendizaje

espacial para incrementar ]a actividad transcripcional  de Ryr2 y Ryr3,  descartindose  ass el

efecto del nado y estr6s como posibles agentes activndores. Tomando esto como base se decidi6

utilizar animales silvestres en condiciones estindar como contro]es.

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 observer 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 activaci6n neuronal que estos protocolos con]levan. El euriquecimiento mantiene rna

activaci6n robusta y sostenida durante las 5 semanas de exposici6n, mientras que el entrenanien-

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

y permiten sugerir que la activaci6n transcripcional de Ryr2 y Ryr3 como parte del proceso de

memoria y aprendizaje es couservado entre estas especies. Posteriormente se busc6 determinar

si cambios en la metilaci6n del promotor de Ryr3 pueden asociarse al incremento transcripcional

observado en los animales entrenados en el laberinto acuatico de manera similar a lo observndo

para EE. Se observ6 una marcada tendencia a incrementar el producto del MSP cuando el ADN

provino de los hipocampos de animales entrenados en comparaci6n a los hermanos silvestres
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que no fueron eutrenados. Esto fue corroborado para los diferentes animales entrenados y como

comparaci6n grupal de cada condici6n en estudio, sugiriendo que el aprendizaje espacial puede

dar origen a un incremento en la. metilaci6n del promotor de Ryr3. Estos resultados permiten

proyectar el mecanismo transcripcional planteado para d EE a un proceso cognitivo complejo

como el aprendizaje de ]a ubieaci6n de la plataforma oculta.

Iios aninales silvestres mantenidos en condiciones estindar mostraron rna disminuci6n de

las latencias de escape registradas durante el transcurso del entrenamiento, sugiriendo el apren-

dizaje de la ubicaci6n de la plataforma oculta. As{ mismo, se logr6 observar el efecto facilitador

del EE sobre el aprendiza,je espacial, representado por una disminuci6n en la la,tencia de escape

del segundo dr'a de entrenaniento en comparaci6n a lus animales silvestres mantenidos en con-

diciones estindar. Distinguir esta diferencia resultaba de imporiancia, dado que los resultados

mostrados por la deusidad de espinas dendriticas sugen'a que los animales nulos para Mecp2

mantenidos en EE mostrarfan una curva de aprendizaje similar a la de los animales siivestres

mantenidos en condiciones est6ndar, perdiendo exclusivamente la facilitaci6n inducida por el

EE. Sin embargo, se observ6 su incapacidad total de mostrar a,prendizaje de la ubicaci6n de la

platrforma oculta. Papa descartar el efecto de las alteraciones motoras caracteristica de los ani-

males nulos para Mecp2, se realiz6 una prueba con una plataforma visible rna 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 aninales 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

funci6n hipocanpal y memoria espacial, en particular en relaci6n a la plasticidad dependiente

de la experiencia, tanto a nivel estructural, como fiincional.

En conjunto, se destaca la relaci6n entre los cambios transcripcionales de Ryr 3 y los procesos

de plasticidad estructural inducida, por el EE. Estas observaciones cobran relevancia al evaluar la

memoria espacial como una medida de funcionalidad hipocanpal. As{ se tiene que la modulaci6n

transcripcional de Ryr3, dirigida por el cambio en la metflaci6n, puede asociarse a la supresi6n

de un regulador negativo de la sinaptog6nesis, p250GAP, favoreciendo la formaci6n de espinas

dendrfticas en los animales silvestres mantenidos en enriquecimiento ambiental y facilitando el

aprendizaje de una tarea de aprendizaje espacial. En ausencia de Mecp2, existe rna carencia, de

regulaci6n transcripcional de Ryr3 y de p250GAP, inposibilit5ndose la plasticidad estructural
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dependiente de la experiencia e impactando negativamente en la fimci6n hipocanpal evaluada

en esta prueba de memoria espacial.

4.6.    Integraci6n de Resultados

Esta tesis tuvo por objetivo fundamental comprender la regulaci6n transcripcional de Ryr3,

en particular en cuanto a la respuesta transcripcional inducida pop cloves ambientales. Los datos

bibliogfaficos existentes sustentaron la propuesta de una regulaci6n transcripcional dependiente

de canibios en la metilaci6n del promotor del gen que codifica para Ryr3 y de la consecuente

inderacci6n de la proteina de uni6n a citosinas metiladas,  Mecp2.  Sin embargo,  es imposible

conocer a p7rfo7i el efecto neto de la metilaci6n de una citosina sobre la actividad transcripcional

de un gen particular.  Los efectos del cambio de ]a metilaci6n I)ueden ser multiples y Meap2

es reconocido  por  presentar  actividad  dual sobre  sus  genes  blanco,  siendo  capaz  de  activar

o reprimir la actividad transcripcional  (Chalirour et al.,  2008).  Es per esto que es necesario

un estudio acabado de cada gen blanco de manera independiente y para las condiciones que

resulten de interfes para el investigador. El paradigma de estudio escogido presenta caracteristicas

particulares, las cuales ban sido descritas a lo largo de esta tesis. Sin embargo, el EE se utiliz6 en

esta tesis como centre de la brisqueda de genes blanco de modificaciones epigerfeticas a travds de

las cuales el ambiente puede alcanzar un inpacto en la funcionalidad sinaptica. Esto representa

un area de constante bdsqueda en el campo de la neuroepigenetica y hacen que este trabajo sea

sumamente interesante en el contexto amplio de la neurociencia.

El conjunto de resultados obtenidos permiten asociar una condici6n ambiental conocida por

dar origen a plasticidad sinaptica dependiente de la experiencia con un incremento en la, ac-

tividad transcripcional de Ryr3. Este incremento foe observndo exchisivamente en hipocampo,

mientras que las cortezas ,y cerebelos de los mismos aninales no mostraron camhios en la activi-

dad transcripcional. Asi mislno, utilizando dos t6cnicas complementarias, se pudo determiner la

existencia de un incremento en la metilaci6n del promoter de Ryr9 en el hipocampo, sugiriendo

que la estimulaci6n amhiental permite conservar el nivel de metilaci6n observado papa animales

juveniles (p21) en animales adultos de 8 semanas. Tal como se observe para la actividad trans-

cripcional, el cambio en la metilaci6n no fue observndo ni en corteza ni en cerebelo, por lo que

tanto el cambio en la actividad transcripcional como el incremeuto en la metilaci6n se observar

ron especificanente en el hipocampo, destacando la relaci6n entre la metilaci6n del promctor y
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1a actividad transcripcional de RyR3.

Debido a ]a actividad dual de Mecp2, el conocer que existe un incremento de la actividad

transcripcional de Ryr3 que es acompafiado con un incremento en la metilaci6n del promotor de

RyR3 no permite asumir a p7to7t cual es el rot de Mecp2 como regulador transcripcional de Ryr3.

Asi, se procedi6 a utilizar el modelo nulo para Mecp2, Io que permiti6 una primera aproxinaci6n

a la regulaci6n transcripcional de Ryr3. Se observ6 rna disminuci6n 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 observ6 una disminuci6n en comparaci6n a los

animales silvestres, validando el uso de este modelo para el estudio de la regulaci6n de Ryr3.

El rol de Mecp2  como activador transcripcional de Ryr3  gan6 relevancia al observar que en

ausencia de Mecp2 el EE no determina la act;ivaci6n trauscripcional de Ryr3.

Con  esto  en mente,  validar la. funci6n  de  Mecp2  como  activador transcripcional requiere

demostrar la interacci6n directa de Mecp2 con el promoter de Ryr3 y determinar de qu6 manera

se ve data interacci6n modificada por el EE.  Con 6ste fin se procedi6 a evaluar la interacci6n

directa de Mecp2 con el promofor de Ryr3 haciendo uso de la inmunoprecipitaci6n de cromatina.

Se pudo observar, que existe interacci6n en condici6n basal y que esta interacci6n incrementa en

los aninales que son expuestos a EE, 1o cual respalda la idea que Mecp2 actda como activador

transcripcional de Ryr3.

Para contribuir a comprender como una regulaci6n epigen6tica puede contribuir a la remode+

]aci6n de circuitos y finalmente a la conducta, se evalu6 un mecanismo previamente caracterizado

8.7b u8.fro por el cual los canales RyR ban mostrado contribuir a la formaci6n de espinas dendrfti-

cas. Asi se determin6 que la regulaci6n transcripcional observeda papa Ryr3 en animales silves-

tres mantenidos en EE esta asociada con el incremento del miR132 y la cousecuente supresi6n

del regulador negativo de la sinaptog6nesis, p250GAP. Estos resultados guardan relaci6n con lo

observado en la cuantificaci6n de espinas dendrfticas en el area, CAl del hipocanpo, donde se

observ6 un incremento en la densidad de espinas dendri'ticas, dando cuenta de la plasticidad esp

tructural dependiente de la experiencia inducida por el EE. En contraste, en a,usencia de Mecp2,

la regulaci6n transcripcional de Ryr3 se ve mermada, al igual que la supresi6n de p250GAP,

determinando la p6rdida de ]a plasticidad dependiente de la experiencia. Esta p6rdida 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 relaci6n a los
ratones silvestres.

nulos para Mecp2 mantenidos en EE, dando cuenta de un mecanismo de formaci6n de espinas

dendriticas de manera experiencia-dependiente que requiere necesariamente de Mecp2.

La p6rdida de la plasticidnd dependiente de la experiencia podrfa ser funcionalmente irre-

levante, por esto se decidi6 evaluar la memoria espacial como una medida de la funcionalided

hipocampal.  Se  observ6  que  el  enriquecimiento  ambiental  facilita  el  aprendiza,je  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 trnducir la estimulaci6n ambiental

en un fen6meno cognitivamente relevante.

Una vez establecido el mecanismo de regulaci6n transcripcional de Ryr3 dirigido por cambios

en la metilaci6n de su promotor, se procedi6 a evaluar si puede este mecanismo estar asociado

a una tarea de  aprendizaje espacial.  El entrenamiento  en el laberinto acuatico  de MOITis  de-

termin6 un incremento en la activided transcripcional de Ryr2 y Ryr3, permitiendo extender

observaciones previas realizadas en rata a este modelo murino.  Es interesante, que tal como se

observ6 en el EE, el entrenamiento determin6 un incremento en la metilaci6n del promotor de

Ryr3, lo que sugiere que el mecanismo planteedo 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

parndigma inductor de plasticidad dependiente de la experiencia. Esta regulaci6n es especffica
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para hipocampo y los cambios en la metflaci6n que sustentan la interacci6n de Mecp2 fueron

exclusivos de esta regi6n. El incremento transcripcional de Ryr3 fue acompafiado de un incre-

mento en el miR132 y las supresi6n de sus mARN blancos, Mecp2 y p250GAP. Los efect;os de

estas supresiones guardan relaci6n con rna posible retroalimeutaci6n negativa de la. activaci6n

de Ryr3 y con la formaci6n de espinas dendriticas. Cousecuentemente se dot ermin6 que la su-

presi6n de p250GAP es acompafiada por un incremento en la densidad de espinas dendrfticas

en hipocampo, facilitandose el aprendizaje en una pnieba de memoria espacial. En adici6n se

pudo observar un incremento en la, metilaci6n como producto del entl.enamiento en d la,berinto

acuatico de Morris, que es a su vez acompafiado per un incremento en los niveles de mARN de

Ryr3.  Estos resultados permiten progresar en entender los mecanismos que permiten la plas-

ticidad dependieute de la, experiencia y la posible contribuci6n de este mecanismo en procesos

cognitivos complejos (Figura 4.6.1).

Revelar como cambios de la actividad neuronal conducen a cambios pldsticos, coITesponde a

la base para comprender los procesos cognitivos complejos. El creciente ndmero de trabajos de

escala gen6mica, hen mostrado el grado de complejidad qne escoden los patrones de modifica-

ciones epigen6ticas y log alcances funcionales que estos pueden tener. Sin embargo, trabajos de

pequefia escala son necesarios para desentrafiar los mecanismos especfficos de genes de interts y

sus modificaciones en diferentes condiciones. Asf, ]os resultados de esta tesis son un aporte a este

campo de la investigaci6n situando a la epigen6tica como un punto de intersecci6n, permitiendo

comprender como modificaciones del ambiente originan cambios neuronales con el potencial de

determiner modificaciones a nivel estructural y sinaptico.
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