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ABREVIACIONES
BDNF: Brain-derived neurotrophic factor (Factor neurotréfico derivado del cerebro)
PS: Plasticidad Sinaptica
CPr: Corteza Perirrinal.
TREO: Tarea de reconocimiento espontaneo de objetos
FM: Fase de Muestra
FE: Fase de eleccion
D2: Indice de reconocimiento
ID2[: indice de reconocimiento absoluto
HC: Hipocampo
LTP: Long-term potentiation (Potenciacion a largo plazo)
LTD: Long-term depression (Depresion a largo plazo)
A1l — A2: Objetos fase de muestra
A3: Objeto familiar fase de eleccion
B: Objeto nuevo fase de eleccion

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)



RESUMEN

La memoria de reconocimiento es un tipo de memoria asociado a la corteza perirrinal, que
puede ser evaluada aplicando una tarea de reconocimiento espontaneo de objetos, la cual consiste en
la discriminacion visual de un objeto familiar (A3) vs. un objeto novedoso (B).

El factor neurotréfico derivado de cerebro, estd involucrado en plasticidad sindptica,
aprendizaje y memoria. La regulacion génica de BDNF es compleja, siendo recientemente demostrado
que paradigmas de memoria espacial inducen cambios epigenéticos en el estado de metilaciones del
ADN en el gen de BDNF. En el presente trabajo estudiamos el indice de reconocimiento asociandolo
con cambios en la expresion de BDNF y el grado de metilacion en el promotor del exon I de su gen en
la CPr de ratas Sorague dawley.

Las ratas fueron sometidas a tres sesiones de TREO, con un retraso entre la fase de muestra y
la fase de eleccion de 1 minuto, 3 horas y 24 horas, para cada grupo. Los mayores indices de
reconocimiento (|D2|) se observaron en el grupo experimental de 3 horas, por lo que se estudi6 en este
grupo cambios en la expresion de BDNF y en el estado de metilacion de su promotor, dos horas
después de finalizada la tercera sesion. Para ello, se microdisecto la CPr del grupo estudiado y se aislo
el ADN gendmico, analizando el estado de metilacion del gen por PCR especifico y la expresion de
BDNF mediante immunoblot. Los resultados muestran que una preferencia por A3 o por B en la FE
debe considerarse como discriminacion exitosa. Ademas, encontramos una correlacion negativa entre
la metilacion del gen de BDNF y |D2| y una correlacion positiva entre la expresion de BDNF y |D2|,
consistente con los modelos epigenéticos que asocian la pérdida de metilacidén con activacion génica,
sugiriendo que animales que logran un mejor desempefio conductual son los que poseen una mayor

expresion de BDNF.



ANTECEDENTES

1. Memoria: Conceptos.

Actualmente, se considera que la memoria se forma a partir de procesos temporales y de
contenido almacenados en distintos modulos de memoria en base a diferentes estructuras neuronales,
que interactiian entre si, logrando una funciéon de memoria integral. Las distinciones mnémicas pueden
ser: a) temporal: se resume en: (i) memoria sensorial, que almacena la caracteristicas fisicas de los
objetos de manera isomorfica por unos pocos milisegundos (Reeves y Sperling, 1986); (ii) la
memoria a corto plazo, o de trabajo u operativa (Working Memory)' de capacidad limitada,
fundamental para procesos cognitivos en lenguaje, aprendizaje y razonamiento (Goldman-Rakic,
1992), y que controla el paso de la informacion hacia la (iii) memoria a largo plazo.; b) contenido,
donde se destacan las distinciones de memoria explicita® v/s implicita’, memoria episodica® v/s
semantica’ y memoria declarativa® v/s procedimental’, dependiendo del paradigma experimental que
se aplique. Squire (1992) divide a la memoria en dos grandes sistemas: una memoria no declarativa,
definida ésta como una coleccion heterogénea de habilidades mnémicas implicitas, las cuales se

expresan solo a través del rendimiento (como el aprendizaje no-asociativo, la memoria procedimental

" Baddley (1992, 1994) se refiere a la Working Memory como un dispositivo multiunitario, compuesto por una coleccion
de capacidades temporales intrinsecas a los diversos sistemas de procesamiento de la informacion, que permite mantener
ésta mientras esta siendo procesada, destacando los roles de la atencion, el procesamiento consciente y la capacidad de la
memoria.

? Lo que se recuerda conscientemente como una experiencia personal. Informacién de la cual se tiene conciencia de que se
posee.

* Expresion de informacion almacenada sin consciencia de su adquisicion en el tiempo y/o espacio

* Memoria en donde se almacena experiencia personal y contextual pasada. También llamada memoria biografica.

> Conocimiento general del mundo Adquisicion y retencion de informacion relacionada con la formacién de conceptos.

® Habilidad para recordar los detalles de los eventos (incluyendo tiempo, lugar y circunstancias) y los conceptos. También
denominada explicita, relacional o configuracional literalmente indica que su contenido puede ser declarado (verbal o no
verbalmente),

7 Memoria para ciertos modos de hacer algo (habitos) o para ciertos movimientos (destrezas motoras). Responde
principalmente a habilidades no verbales o imposibles de declarar.



y el priming), y contraponiendo a esto, vemos una memoria declarativa, con las caracteristicas ya

vistas anteriormente (Figura 1).

Figural
Sistema de Memoria
(Clasificacion segun Squire, 1992)
No Declarativa Declarativa

No Asociativa Procedural Priming Semantica Episadica
(De referencia) (De trabajo u

Habituacion Habitos/ Destrezas opeiativa)

Sensibiltzacion Condicicnamiento simple

Teniendo en cuenta los modelos vistos recientemente, podemos ver que la memoria esta dividida
principalmente por una dimension no declarativa (o implicita) y otra declarativa, que dependeria
integramente del 16bulo temporal medial (comprendiendo el hipocampo, el giro dentado y el complejo
subicular, junto con las cortezas entorrinal, perirrinal y parahipocampal, adyacente al giro
parahipocampal) (Squire y Zola-Morgan, 1991). En la memoria declarativa podemos ver que existen
dos contenidos mnémicos, que serian las memorias semantica y episddica, definidas segin Tulving
(1990) como contenidos generales del mundo y como memoria biografica, respectivamente. Es asi
como en la memoria episoddica se encontraria la memoria de reconocimiento, que es la capacidad de
identificar un estimulo, objeto, sujeto o situaciéon como algo ya vivido o visto anteriormente. A su vez,
los estudios indican que esta memoria de reconocimiento estaria dividida en dos procesos: Recuerdo
(recollection) y familiaridad (familiarity). El primero almacena detalles contextuales (espaciales) de la
situacion, con detalles sobre el episodio de aprendizaje, y que dependeria del HC, mientras que la

segunda almacena la informacion como un “conocimiento” no detallado (implicito), sin informacion



sobre el contexto de aprendizaje, y dependeria de CPr (Brown y Aggleton, 2001). Esta distincion ha
sido apoyada por varios autores por distintas vias (Yonelinas, 2002), ya sea por estudios sobre la
rapidez de procesamiento (Hintzman, Caulton, y Levitin, 1998), estudios de confianza de respuestas
de reconocimiento (Kelly y Wixted, 2001), por correlatos electrofisiologicos (Klimesch et al., 2001) o
por estudios de dano cerebral (Aggleton et al., 2000). Sin embargo, también hay estudios que
proponen una mayor cooperacion entre HC y CPr, dando a entender que una distincion rigida entre
ambas dimensiones no seria correcto, sobre todo porque sus sustratos neuroanatémicos suelen

solaparse en diversos paradigmas experimentales (Squire et al, 2007).

2. Tareadereconocimiento espontaneo de objetos

La memoria de reconocimiento en roedores ha sido estudiada de distintas formas y por
multiples autores, buscando variables que puedan estar subyaciendo a este tipo de memoria. A nivel
conductual, y en el caso especifico de los roedores, existen diversos tests que ayudan a evaluar el
desempefio de animales que poseen diferentes capacidades sensoriales, tales como las olfatorias,
tactiles, visuales, etc. Las tareas de reconocimiento de objeto, tienen como caracteristica principal una
fase de muestra (FM), en donde al animal se expone al (los) objeto(s), que debe recordar; un intervalo
entre fases (IF) para evaluar la duracion de la huella mnémica, y una fase de eleccion (FE) donde el
sujeto explora entre dos (o mas) objetos familiares o nuevos (Steckler et al, 1998). Dentro de este
grupo, Ennaceur y Delacour (1988) introducen el paradigma de la tarea de reconocimiento
espontdneo de objetos, o también llamada tarea de reconocimiento de objeto nuevo, como una
alternativa a la tarea Delayed not matching to sample (DNMS) Como caracteristica principal de este
test se encuentra el hecho de que en su protocolo no existe condicionamiento por refuerzo (como lo

hace DNMS) ni por castigo, sino que se apela al instinto natural del animal por el objeto nuevo, con lo
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que tampoco existe un entrenamiento previo a la tarea (Ennaceur et al 1988, 1997, 2004). Dentro de
este contexto, el test se ha utilizado para distintos fines, algunos enfocados en lo conductual,
observando variables que puedan causar interferencias en el desempefio (Ennaceur et al, 2004; Okuda
et al, 2004; Sik et al, 2003), y otros intentando encontrar correlaciones con distintas areas cerebrales
por medio de dafios y drogas, que entre otras cosas, ha servido para delinear la asociacion entre este
tipo de memoria con la corteza perirrinal y la plasticidad sinaptica (Gereth et al, 2008; Wan et al,
2004). Pese a los distintos fines de TREO, todos tienen en comun dos cosas: los intervalos entre fases
como presunta variable, y el hecho de tomar la discriminacion del objeto nuevo como indice de
reconocimiento de objeto exitoso. En trabajos preliminares (Aspé y Contreras, 2008, datos no
publicados) se encontr6 que dentro de una muestra de 8 ratas Sprague dawley jovenes no se daba la
linea de tendencia esperable tanto para el intervalo entre fases como para la predileccion del objeto
nuevo, sino que se veia una distribucion repartida entre ambos objetos, es decir, habian animales cuya
exploracion era mayor en el objeto familiar, y otros en el novedoso, con un intervalo entre fases de 1
minuto. De todas formas, ya en los inicios del test se sugeria una fuerte variabilidad individual
(Ennaceur y Delacour, 1988). Esto se podria deber al no haber un condicionamiento bajo este
paradigma (Stackler et al, 1998), lo que sugiere como tema interesante a estudiar la individualidad de
los sujetos experimentales, tomando estas variables como formas preliminares, debido a la gran
cantidad de variabilidad de los protocolos dependiendo de lo que se desea estudiar (Wan et al, 2004;
Warburton et al, 2003; Ennaceur et al, 1988, 2004; Broadbent et al, 2004).

Por ultimo, cabe agregar que ante de la variabilidad de andlisis existentes anteriormente
mencionada, tomaremos, en el andlisis de los datos en la fase de eleccion, los dos primeros minutos de
los tres totales tomados como protocolo, tal y como lo sugieren Dix y Aggleton (1999), quienes

refieren que, luego de dos minutos de exploracion de la caja y de los objetos en TREO, el animal se
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familiariza con el objeto nuevo, con lo que el indice de reconocimiento decrece, al distribuir su tiempo

en ambos objetos por igual.

Figura 2
-—p> |l H|—> |1
Al A2 A3 B
Habituacion Muestra Eleccion

Figura que muestra de forma esquematica TREO. Regularmente la tarea viene precedida por una etapa de habituacion que
varia en numero de sesiones y en cantidad de tiempo expuesto al animal dependiendo de los fines de investigacion. Luego,
en TREO propiamente tal, al animal se le expone a dos objetos idénticos (Al y A2) en la fase de muestra por un tiempo
determinado, y luego de un cierto intervalo de tiempo en donde el roedor se encuentra fuera de la caja, se le expone
nuevamente a dos objetos, en este caso uno idéntico a los anteriores (A3) y uno nuevo (B).

3.  Memoriay Plasticidad sinaptica.

La plasticidad sinaptica (PS) se define como cambios en la eficacia sinaptica y en los patrones
de conectividad gatillados por la experiencia. Estos cambios se han sido considerados como el sustrato
celular de los mecanismos de memoria y aprendizaje, demostrdndose recientemente para un tipo
particular de memoria dependiente del hipocampo (Whitlock, 2006), que el aprendizaje en la tarea de
evitacion inhibitoria induce procesos de potenciacion a largo plazo (LTP) junto con inducir
alteraciones en los estados de fosforilacion de los residuos Ser*' y Ser*” del terminal C en los
receptores de 4acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPAR), las que estan
involucradas en procesos de LTD y LTP.

La PS de largo término puede manifestarse como depresion a largo plazo (LTD) o como LTP
(disminuciéon o aumento de la eficacia sindptica, respectivamente). Ambos procesos involucran una

fase temprana (etapa de induccion), donde ocurren ciertos eventos como i) una actividad coincidente
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de las neuronas pre y post sindptica, que permiten la activacion de los receptores glutamatérgicos del
tipo NMDAR, los cuales permanecen bloqueados por Mg”" hasta la despolarizaciéon de la neurona
post sinaptica y ii) la fosforilacion y transporte de receptores de AMPA a la membrana. Por otro lado,
existe una fase tardia (etapa de mantenimiento) la cual es dependiente de la sintesis de proteinas y de

de factores de transcripcion que inducen la transcripcion de genes asociados a PS (Kandel, 2001).

4. Cortezaperirrinal.

La CPr, que est4 constituida por las areas corticales que rodean el surco rinal (i.e., 35 y 36 de
Brodmann), estd ubicada lateral a la formacion hipocampal y medial anterior a la corteza
inferotemporal anterior (drea TE, Burwell, 2001). La CPr recibe aferencias desde toda la corteza
sensorial, siendo parte de la red jerarquicamente organizada del 16bulo temporal medial, donde junto
con las cortezas entorrinal y parahipocampal, actia como integradora de las entradas uni y poli-
modales desde las areas sensoriales adyacentes (principalmente, cortezas asociativas de baja
especificidad modal), formando asas de retroalimentacion entre las proyecciones aferentes hacia la
neocorteza y las eferencias reciprocas desde ésta (Lavenex y Amaral, 2000). Las aferencias desde
areas corticales de informacion sensorial le permiten mantener una representacion de los objetos como
entidades (Brown y Bashir, 2002; Bussey et al., 2005), a diferencia de las representaciones a partir de
dimensiones aisladas de las etapas anteriores de procesamiento, constituyendo una estacion de relevo
a la mayor parte de las vias hacia el sistema hipocampal-entorrinal (Shi y Cassell, 1999).

El papel de la CPr en la discriminacion de familiaridad dentro de los procesos de memoria de
reconocimiento se ha establecido mediante estudios de ablacidn, aprecidndose que en esta condicién
las ratas presentan un severo déficit de discriminacion en tareas tales como el delayed matching y

non-matching to sample (Brown y Aggleton, 2001). Asimismo, los diferentes papeles de la CPr y el
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HC en la memoria de reconocimiento han sido esclarecidos en algunos trabajos (Wan et al. 1998),
donde mediante procedimientos de vista pareada (Brown y Aggleton, 2001), y utilizando inmuno-
histoquimica para el gen temprano c-fos, se mostré que la CPr se activa ante la presentacion de
objetos individuales nuevos (no mostrando actividad ante objetos individuales familiares), mientras
que el HC se activa ante arreglos novedosos de objetos individuales, més que ante arreglos familiares
de objetos. Por otra parte, la actividad en la CPr sefializa la novedad de un estimulo, volviendo a su
actividad basal a medida que el objeto se torna familiar; el HC en cambio, es mas susceptible de
responder ante los estimulos familiares, a veces incrementando y otras veces disminuyendo su
respuesta respecto a su actividad basal. De todas formas, probablemente ambas estructuras trabajan de
modo solapado, y los resultados obtenidos en la bibliografia correspondan a diferencias en la fuerza
de la huella mnémica mas que a roles excluyentes (Squiare et al., 2007).

Habiéndose establecido que la disminuciéon de respuesta funciona como codigo de previa
ocurrencia a nivel de la CPr, los estudios sugieren que ésta disminucién de respuesta difiere de la
simple habituacion (ya que se aprecia incluso cuando el animal estd obteniendo algin refuerzo), y que
representa, en comparacion al incremento de respuesta, una economia neural por tres razones: i) es
mas relevante para el organismo enfocar su atencion a lo novedoso en vez de a lo familiar, ii), un
estimulo novedoso requiere mas procesamiento que uno familiar, y iii), en la cotidianeidad es més
probable encontrarse con un estimulo familiar que con uno novedoso (Brown, 1996).

Entre los mecanismos putativos de disminucion de respuesta en la CPr, no se ha establecido
apoyo experimental ni para la proliferaciéon de interneuronas inhibitorias ni para la generacion de
depresion sindptica: si existe evidencia del papel de la LTD homosinaptica en la disminucion de
respuesta (Brown y Xiang, 1998). Estimulando mediante el protocolo “low-frecuency stimulation”

(LFS) en las capas II/IIl y registrando potenciales de campo evocados en capa I, se ha obtenido un



14

LTD que vuelve a su linea base al cabo de 1 hora, mientras que la estimulacion y registro en capa

II/III mediante LFS se mantiene estable por varias horas (Ziakopoulus et al, 1999).

5. Epigenética

El término epigenética alude a modificaciones post-transduccionales y autoperpetuantes tanto
en el ADN como en el conjunto de proteinas nucleares, que no involucran cambios en la secuencia de
nucleotidos del ADN (Levenson et al., 2006). Estas modificaciones alteran la arquitectura
nucleoproteica, haciendo mas o menos viable el trabajo de la maquinaria molecular de transcripcion,
lo que permite la activacion o silenciamiento de la expresion génica (Wade, 2004).

Diversos estudios han mostrado que la enzima histona acetiltransferasa (HAT) tiene un
importante rol en los procesos epigenéticos: al acetilar el grupo € —amino de los residuos de lisina en
las histonas, provoca que éstas se separen de la molécula de ADN, lo que permite la interaccion entre
la ARN-polimerasa II y la hebra de ADN vy torna plausible el inicio del proceso de transcripcion
(Turner, 2002). Otros estudios han evidenciado el papel de la enzima ADN (citosina-5)
metiltransferasa (DNMT), la cual agrega un grupo metilo en el carbono 5 de la citosina en
dinucledtidos CpG, formando una 5’-metilcitosina, especificamente en los segmentos de ADN
denominados “islas CpG” (Miller y Sweatt, 2007). Estas zonas, presentes en los genes, estan
constituidas por entre 300 y 3000 pares de base (pb) y mantienen una alta proporcion de CpG (>55%),
mayor a la esperable por azar (razon CpG observado/esperado >0.65). La metilacion de CpG se
traduce en silenciamiento génico por la accién de proteinas de union a CpG metilado, como la
proteina de union a CpG metilado (MeCP2), involucrada en la regulacion transcripcional de BDNF
(Wade, 2004), lo que se ha sugerido como un mecanismo putativo de remodelamiento de la cromatina

por la HAT.
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Los mecanismos epigenéticos participan en la diferenciacion celular, la inactivacion del
cromosoma X y el silenciamiento génico, consolidando una forma de “memoria” que perpetia los
fenotipos celulares. La metilacion del ADN procura que cada célula “recuerde” su patron de expresion
génica una vez que se ha diferenciado (Miller y Sweatt, 2007). Por esto, es esperable que las
concentraciones de DNMT sean altas durante el desarrollo temprano, y que disminuyan al finalizar la
diferenciacion celular. Por otro lado, existen estudios que revelan una alta concentracion de ARNm de
la DNMTs en el sistema nervioso central (SNC) adulto, habiéndose descrito también una alta
actividad enzimatica (Levenson et al. 2004). Mas aun, han evidenciado que existen cambios en los
patrones de acetilacion de histonas en HC de ratas adultas, los cuales son gatillados por la tarea de
condicionamiento contextual al miedo. Estos mismos autores demostraron que la metilacion de CpG
es otro mecanismo epigenético que el SNC utiliza para almacenar la informacion a largo plazo,
apoyandose en evidencia empirica que muestra que la despolarizacién neuronal correlaciona con una
disminucion en el estado de metilacion de los promotores de BDNF-III y BDNF-IV en ratas y ratones,

respectivamente (Chen et al., 2003; Martinowich et al., 2003).

6. BDNF y plasticidad sinaptica

Las neurotrofinas son factores de crecimiento que regulan la diferenciacion, supervivencia,
crecimiento y capacidades funcionales de poblaciones especificas de neuronas. Dentro de la familia de
las neurotrofinas encontramos el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), el factor de
crecimiento nervioso (NGF) y las neurotrofinas 3 (NT-3), 4/5 (NT-4/5), 6 (NT-6) y 7 (NT-7), las
cuales presentan una estructura tridimensional larga y un nudo de cisteina caracteristico, otorgado por

uno de sus tres enlaces disulfuro (Gomez-Palacio y Escobar-Rodriguez, 2007).
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BDNF es sintetizado como una neurotrofina precursora (proBDNF), la cual tiene un peso
molecular aproximado de 35 kDa y es procesada tanto intracelular como extracelularmente por
proteasas que configuran su estructura madura (mBDNF), la cual tiene un peso aproximado de 13
kDa. De este modo, puede secretarse tanto en sus formas precursoras como maduras, y tanto a través
de vias reguladas como constitutivas (Lu et al., 2005). Cada mBDNF constituye una estructura
dimérica con un mBDNF gemelo (27 kDa), la que interactia con un receptor de tirosinacinasa (Trk),
mientras que proBDNF interactia con el receptor p75™'~, de alta afinidad con la forma precursora de
la proteina (Lu et al., 2005). Los receptores Trk se han clasificado en TrkA, activado principalmente
por NGF, TrkB, de mayor afinidad con BDNF y NT-4, y TrkC, el cual interactia preferentemente con
NT-3 (Gémez-Palacio y Escobar-Rodriguez, 2007). Se ha demostrado que la interaccion neurotrofina-
Tkr estéd relacionada con procesos de supervivencia celular y LTP, mientras que la activacion de los
receptores p75™ ' por los precursores de neurotrofina se relaciona con apoptosis y LTD (Lu et al.,
2005). Especificamente, mBDNF/TrkB induce LTP tanto en su fase temprana mediante el aumento de
conductancias idnicas y la fosforilacién y transporte de proteinas de membrana, como AMPAR
(Bramham y Messaoudi, 2005), como en su fase tardia, principalmente mediante la activacion de la
via de transduccion de sefales de proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK), la cual 1)
fosforila el factor de iniciacion eucaridtico 4E (elF4E), aumentando por ejemplo la traduccion de
proteinas asociadas al citoesqueleto reguladas por actividad (Arc) (Bramham y Messaoudi, 2005), y ii)
activa el elemento de union responsivo a adenosina monofosfato ciclica (CREB) (Gémez-Palacio y

NTR -
-sortilina

Escobar-Rodriguez, 2007). Ademas se ha evidenciado que la interaccion proBDNF/p75
induce muerte celular programada (Teng, 2005) y que proBDNF/p75™'® est4 implicada en procesos de

LTD dependientes de NMDA al sobre regular la expresion de la sub-unidad NR2B (Woo, 2005).
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A nivel de CPr, se han evidenciado cambios en la estructura sindptica gatillados por pruebas de
reconocimiento de objetos, especificamente TREO (Aicardi et al., 2006). Siendo BDNF una
neurotrofina implicada en procesos de sinaptogénesis, es esperable que patrones dinamicos de
secrecion de BDNF subyazcan a éstos cambios arquitectonicos dependientes de actividad. En esta
linea, Aicardi et al. (2004) han mostrado, mediante técnicas electrofisiologicas e
inmunohistoquimicas, que en CPr de ratones la LTP inducida por TBS se corresponde con aumentos
significativos en los niveles basales de secrecion de BDNF, mientras que la LTD inducida por LFS
induce una reduccion en la secrecion de BDNF, la que retorna a sus niveles basales a los pocos

minutos.
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HIPOTESIS

La memoria de reconocimiento de objetos en ratas Sorague dawley, independiente si se trata
de una preferencia por el objeto familiar o novedoso, se correlaciona con el estado de metilacion del

exon I del gen de BDNF y con la concentracion de BDNF en la corteza perirrinal.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el estado de metilacion del exon I del gen de BDNF y la concentracion de BDNF en

la corteza perirrinal de ratas Sprague dawley con los distintos rendimientos |D2| en TREO.
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OBJETIVOSESPECIFICOS

1. Someter a una muestra de ratas Sorague dawley a tres sesiones de TREO.

a. Identificar el intervalo entre fases (1 minuto, 3 horas o 24 horas) en el cual la muestra
da cuenta de un mayor indice de reconocimiento [D2|.

b. Identificar el desempeno promedio en las tres sesiones para cada una de las ratas del
grupo con mayor indice de reconocimiento [D2|.

2. Microdisecar las CPr’s de las ratas del grupo con mayor indice de reconocimiento [D2|, para su
posterior andlisis biomolecular y bioquimico.

3. Analizar el estado de metilacion del exdn I del gen de BDNF de la corteza perirrinal para cada
una de las ratas.

a. Aislar ADN genomico de las cortezas microdisectadas.

b. Modificar el ADN genomico con bisulfito de sodio, convirtiendo las citosinas que no
estan metiladas a uracilos mediante una reaccion de deaminacion, manteniendo intactas
las 5-metilcitosinas.

c. Detectar cambios en el estado de metilacion en el promotor de BDNF, utilizando PCR
sensible a metilacion.

4. Analizar las concentraciones de BDNF en la corteza perirrinal para cada una de las ratas.

a. Aislar proteinas de las zonas microdisectadas.

b. Cargar 30 pg de proteinas por cada zona microdisectada en geles al 12% para efectuar
electroforesis.

c. Incubar membranas obtenidas en la transferencia de los geles con anti BDNF como

anticuerpo primario para distinguir la proteina a estudiar.
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d. Detectar cambios en la concentracion de BDNF de las distintas zonas microdisectadas.
5. Correlacionar tanto el estado de metilacion del exon I del gen de BDNF como la concentracion

de BDNF en la corteza perirrinal con el rendimiento |D2| de las ratas Sprague dawley en TREO.
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MATERIALESY METODOS

1. Sujetos.

Se utilizaron 39 ratas Sprague dawley machos de edades que oscilan entre los 20 dias y un mes
de vida. Los sujetos fueron cuidados dentro de las dependencias de la Universidad de Valparaiso,
especificamente en la Facultad de Ciencias, en una sala de cuarentena preparada para estos objetivos.
Los animales se mantienen en un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 hrs, y tanto el alimento como el
agua les fue dado ad-libitum. Fueron separados en 5 individuos por jaula (excepcion de una jaula que
contaba con 4 animales).

Para respetar el ciclo circadianos de los sujetos, las sesiones de TREO fueron realizadas en
horas que oscilan entre las 10 am, y las 13 pm dependiendo del grupo experimental.

Se busco minimizar el sufrimiento y el nimero de ratas utilizadas en el presente estudio.

2. TREO.

Se utiliza el protocolo introducido por Ennaceur y Delacour (1988), y sus modificaciones
posteriores (Ennaceur et al, 1996, 1997), y modificaciones propias para el presente estudio
experimental. Las sesiones se realizaron en un laboratorio conductual acondicionado para tales
propositos (luz y temperatura apropiada, con ruido blanco constante).

a Apar atos

El aparato consiste en una caja negra de polietileno (65 x 50 x 50 cms.), con una iluminacioén
dada por dos tubos fluorescentes de 18 watts cada uno, que dan 288 lux a nivel del piso de la arena.

Se utilizaron triplicados de objetos tridimensionales de plastico, loza y greda, de diversos

tamafios, formas y colores, con un peso que asegurara que el animal no pudiera moverlos al
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explorarlo. Para evitar sefiales odoriferas, tanto los objetos como la arena experimental, luego de una
sesion, eran limpiados con ETOH al 70%.

b. Procedimiento

Todos los animales (excepto el grupo 1 en el experimento 2 — ver mas adelante) previo a la
realizacion del test, fueron sometidos inicialmente a la exploracion de la caja vacia (sin ningun objeto)
por 15 minutos, con sesiones variables dependiendo de la condicién experimental, con el fin de que
los sujetos se habituaran tanto al aparato experimental, como al laboratorio conductual. Asimismo,
para cada sesion, tanto de habituacion como de TREO, los sujetos estuvieron en el laboratorio por una
hora en sus jaulas sin realizar actividad alguna, para asi disminuir la ansiedad propia de un cambio de
ambiente y facilitar la habituacion al laboratorio.

Al dia posterior a la Glltima sesion de habituacion, los sujetos son sometidos a TREO (grupos
A, B, C y 3). Todos los individuos fueron sometidos a 3 sesiones de TREO consecutivas. Los
animales, primeramente, pasan por una fase de muestra, en donde ingresan a la caja y son expuestos a
dos objetos idénticos (Al y A2) por tres minutos. Luego de esta fase de muestra, los animales son
devueltos nuevamente a su caja de descanso. En ese momento, el experimentador se encarga de
limpiar la arena y remover los objetos. Después de un intervalo de tiempo (de 1 minuto, de 3 horas o
de 24 horas, dependiendo de la condicidon experimental), el animal pasa por una fase de eleccion,
donde vuelve a la caja y es expuesto nuevamente a un par de objetos, pero esta vez correspondiente a
un objeto idéntico a los de la fase de muestra (A3), y otro nuevo (B). El tiempo de la fase de eleccion
son otros tres minutos.

Para las fases de eleccion de las 3 sesiones de TREO, y para todos los sujetos experimentales,

la disposicion de los objetos fue la siguiente:
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Sesion 1: A3 — B
Sesion 2: B — A3
Sesion 3: A3 — B

Con esto se pretende no predisponer al animal a una ubicacion especifica del B. Cabe aclarar
que para cada sesion de TREO se utilizaron objetos distintos, pero cada sujeto se enfrentd a los
mismos objetos, para asi evitar sesgos por parte de caracteristicas propias del objeto en cuestion.

Tanto las sesiones de habituacion como de TREO, fueron grabadas por una video camara
suspendida sobre la arena y conectada a un computador para su posterior analisis.

C. Andlisis

Se toma como exploracion significativa aquella en donde el animal se acerca activamente a un
objeto y su cabeza se encuentra del objeto a menos de dos centimetros de distancia (Ennaceur et al,
1988, 1997). No se considera exploracion cuando el animal se acerca con otra parte del cuerpo al
objeto ni cuando se sube sobre éste.

Los indices utilizados fueron los siguientes (A1, A2, A3 y B son los tiempos exploracion por
cada objeto respectivo):

E1l: Tiempo de exploracion de FM (A1+A2)

E2: Tiempo de exploracion de FE (A3 + B)

A3%: Porcentaje de exploracion objeto familiar ([A3*100]/ [A3+B])
B%: Porcentaje de exploracion objeto nuevo ([B*100]/ [A3+B])

D2: Indice de discriminacion relativa ([B - A] /[B + A]).

|D2|: Valor absoluto de D2.
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El indice |D2| nos permite tomar tanto el reconocimiento familiar como novedoso como indice
de reconocimiento exitoso de los objetos expuestos. Se toma como indice de reconocimiento exitoso
un D2 de 0.2 (un 60% de exploracion ya sea de Al o B sobre la exploracion total)®.

Se tomaran los primeros dos minutos de exploracion en la FE para analizar (Dix y Aggleton,

1999) y tomar los indices expresados anteriormente.

Experimento 1
15 ratas Sprague dawley machos de entre 20 dias y un mes de edad con los mismos cuidados

descritos anteriormente. Son divididos en tres jaulas con 5 ratas cada una, que corresponden a tres
grupos experimentales distintos. Los grupos serdn divididos en Grupo 1, Grupo 2 y Grupo 3 haciendo
la diferencia entre ellos el intervalo que exista entre la fase de muestra y la fase de eleccion. Estas
fases tendran el mismo protocolo de tiempo para todos los grupos (3 minutos). La division de los
distintos IF por grupo sera la siguiente:
Grupo 1: Fase de muestra : 3minutos

Delay : 1 minuto

Fase de eleccion: 3 minutos
Grupo 2: Fase de muestra : 3minutos

Delay : 3 horas

Fase de eleccion: 3 minutos

¥ Este indice surge al promediar los tiempos de exploracion de Al y A2 de toda la muestra de animales, sumando el error
muestral correspondiente. Esto se basa en que al ser la fase de muestra una exposicion de dos objetos idénticos, lo
esperable por azar es que la distribucion del tiempo de exploracion de un objeto y otro debiera tender al 50% del tiempo de
exploracion total (o a un D2 de 0), sin una preferencia marcada (Aspé y Contreras 2008, datos no publicados).
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Grupo 3: Fase de muestra : 3minutos
Delay : 24 horas

Fase de eleccion: 3 minutos

Cada grupo tendra dos sesiones de habituacion antes de enfrentarse a TREO, distribuidas en
dos dias consecutivos respectivamente. Luego de estas dos sesiones, se procederd a tomar el TREO al
dia siguiente. Esta prueba conductual se repetira por 3 sesiones en los 3 grupos experimentales. Cabe
agregar que tanto en las sesiones de habituacion como en las de TREO, a los sujetos se les llevara una
hora antes de efectuar las pruebas al laboratorio conductual, donde se le pondra un ruido blanco de
fondo. Esto tiene como fin la habituacion de parte de las ratas al laboratorio donde se efectuaran las

pruebas.

Experimento 2

24 ratas Sprague dawley machos de entre 20 dias y un mes de edad con los mismos cuidados
descritos en el apartado “Sujetos”. Son divididos en 5 jaulas distintas, teniendo en 4 de ellas cinco
animales por jaula, mientras que en una se encuentran solo 4 sujetos. Los grupos son divididos en 1, 2
y 3, siendo los primeros dos grupos controles, y el grupo 3 experimental. Los primeros dos grupos se
encuentran dispuestos en una jaula por grupo, mientras que el grupo 3 se encuentra disperso en 3
jaulas distintas de 5 individuos por cada una. Los grupos estaran sometidos a distintas condiciones
experimentales dependiendo de cudl sea éste:
Grupo 1 G1 (n=5): Se disecta después de estar 2 dias en sala de cuarentena y sin pasar por ninguna
tarea conductual, ni tampoco visitar el laboratorio conductual.

Grupo 2 G2 (n=4): Pasan por 3 sesiones de habituacion, pero sin ser expuestos a TREO.
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Grupo 3 G3 (n=15): Pasan tanto por 3 sesiones de habituaciéon como 3 sesiones de TREO. El

intervalo entre fases corresponde a 3 horas en este ultimo.

Las 3 sesiones de habituacion tanto para el grupo 2 como el 3 serdn distribuidas en tres dias

consecutivos. TREO se iniciarda al dia posterior de haber terminado la ultima sesion de habituacion.

3. Microdiseccion de CPr.

Los cerebros de ratas machos Sprague dawley de 20 dias seran removidos y bafiados
continuamente por una solucion salina de corte (sacarosa: 212,7 mM; KCl, 3 mM, NaH,PO,, 1.25
mM; NaHCOj3, 26 mM; D-glucosa, 10 mM; CaCl,, 0.5 mM; MgCl,, 10 mM; 95% O,, 5% CO,. 4 °C).
Se aislard CPr, y se destinaran al azar 10 muestras para el protocolo PCR y otras 10 muestras para
Western Blott (manteniéndose ciegos los experimentadores, para asegurar la objetividad en el
procedimiento), las que inmediatamente seran guardadas en un Eppendorf de 1.5 mL y sumergidas en

nitrogeno liquido para su posterior almacenamiento a -80 °C.

4. Aisdamiento ADN genodmicoy PCR especifico para metilacion.
a. Aisamiento del DNA genémico
Mediante Kit Wizard® Genomic DNA Purification de Promega, cuyo procedimiento consiste
en 1) rompimiento del tejido de CPr con un homogenizador, dentro de una solucion de lisis de nucleo,
i1) digestion delARN presente en la solucion mediante ARNasas, iii) remocion de las proteinas
celulares por solucion de precipitacion de proteinas y centrifugado, y iv) precipitacion del ADN
gendmico con isopropanol y lavado con una solucion de etanol 70%. El ADN es rehidratado en 30 uL

de buffer TE 1x, para su posterior cuantificacién y modificacion con bisulfito de sodio.
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b. Modificacion del ADN genémico con bisulfito de sodio.

Mediante un proceso de deaminacion, el bisulfito de sodio convierte las citosinas no metiladas en
uracilos, manteniendo intactas las 5-metilcitosinas, permitiendo el disefio de partidores para la
reaccion de PCR especifico para estudios de metilacion (Clark et al., 2006).

El procedimiento ha sido ligeramente modificado para adaptarlo a las cantidades de tejido
obtenidas de CPr. Este consiste en i) tomar 25 uL de ADN en buffer TE, ii) denaturar el ADN
agregando 2,5 pl de NaOH 3M e incubando esta solucion a 42 °C por 30 minutos, iii) afiadir 255 pl de
bisulfito de sodio (3.9 M, pH 5), 15 pl hidroquinona (10mM, como alcalizante que previene la rotura
de las hebras de ADN durante la depurizacion) y 2.5 pl de agua nanopura, para completar un volumen
de 300 pL, y iv) incubar la solucion a 55 °C durante 16 hrs.

c. Purificacion del ADN

Mediante Kit Wizard® Clean-Up de Promega, segliin instrucciones del fabricante, sistema
basado en la capacidad del ADN para unirse a las membranas de silice en presencia de sales
caotropicas, para luego ser eluido con agua libre de nucleasas.

d. Ensayo demetilacion por PCR en e promotor de BDNF.

El ADN aislado, modificado con bisulfito y purificado sera usado como templado para realizar

PCR especifica para el estado de metilacion (Clark et al., 2006) del promotor del exon I del gen de

BDNF. Se utilizaran un par de partidores disefados wusando Methpartidor® software

(www.urogene.org/methpartidor/), los cuales fueron disefiados para reconocer la isla de CpG 1. Los
partidores son:
Forward (5’-GTAGCGATTTTGGGGAGGAAGTAC-3")

Reverse (5’-CAACCTCTATACGCGACTAAATCCG-3).
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Las muestras seran normalizadas con B-Tubulina-1V, usando los siguientes partidores:
Forward (5’-GGAGAGTAATATGAATGATTTGGTG-3’)
Reverse (5’-CATCTCCAACTTTCCCTAACCTACTTAA-3’).
Las PCR seran realizadas en un volumen total de 20 pL:
10 uL de Go-Taq Green Master Mix®, de Promega
1 puL de Partidor forward
1 puL de Partidor reverse
20 ng de ADN modificado
Agua libre de nucleasa (hasta completar los 20 pL).
Cada reaccion se amplificard por termiciclado mediante el siguiente protocolo:
3 min a 95 °C (1x)
15sega95°C; 1 mina 58,9 °C; 30 sega 72 °C (40x)
Smina72°C (1x)
16 °C.
De cada reaccion amplificada se cargaran 2 plL en gel de agarosa al 2% para su posterior

electroforesis.

5. Western Blot

Microdisecciones CPr de rata serdn microdisectadas y homogenizadas en una solucion de lisis
(HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, NaF 50 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Na,P,0; 10 mM y
dilucion 1X de una mezcla de inhibidores de fosfatasas compuesto de cantharidina, bromotetramisole,

microcistina LR, ortovanadato de sodio, molibdato de sodio, tartrato de sodio e imidazol). La
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concentracion total de proteinas sera determinada por el método de 38 Bradford. Se cargaran
cantidades equivalentes de proteina en un gel al 12% de poliacrilamida al 30%(SDS-PAGE). Una vez
separaradas las proteinas se electro-transfirieron a una membrana de Immobilon-P (Millipore), que
sera bloqueada durante una hora a temperatura ambiente con una solucién de bloqueo: IBlock 0,02%
en solucion compuesta de Tris-HCI pH 7, NaCl 150 mM y 0,05% Tween-20 (T-TBS). La incubacion
con el anticuerpo primario contra la proteina BDNF y se realizard durante dos horas a temperatura
ambiente o bien toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaran tres veces durante 10 minutos en cada
lavado con T-TBS, para luego incubar durante una hora el anticuerpo secundario policlonal (anti
rabbit 1:2000). Se revelard usando un método quimioluminiscente (ECL). Las membranas seran

reensayadas con un anticuerpo primario anti actina, y anticuerpo secundario secundario (anti mouse

1:2000).
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RESULTADOS

1. Conducta

a. Experimento 1

Si tomamos como indice de reconocimiento el D2 con el que la literatura analiza los datos
obtenidos de TREO, tenemos que dentro de los tres grupos, promediando el desempeiio de los
animales en sus tres sesiones, hay muy pocos que alcanzan un nivel que supere el 0.2 que se toma
como un reconocimiento exitoso, alcanzando a s6lo un sujeto por cada grupo (0.32, 0.36, 0.22
respectivamente (Gréfico 1). Es mas, si se promedian los desempefios de todos los animales en todas
las sesiones, separando a estos por grupo con distintos intervalos, se tiene que ningln grupo logra un
nivel significativo de reconocimiento, dejando a cada grupo muy cercano del otro con respecto a su

desempeno en TREO (0.08, -0.08, -0.02, Grafico 2).

Gréfico 1
o . o W Rata 1
Rendimientos |D2| individuales por grupos EEZEZ%
O Rata 4
@ Rata 5
1.0
0.8
0.6
0.4 -
0.2 A
8 00 -
-0.2 3
-0.4
-0.6 -
-0.8 - Grupos
-1.0 -

Grafico de rendimiento D2 individuales por grupos, promediando las 3 sesiones por sujeto. S6lo un sujeto por cada grupo
logra alcanzar el indice de reconocimiento significativo.
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Gréfico 2.

Rendimiento D2 por grupos
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-1.0 -

Grafico de rendimiento D2 por grupo, promediando los rendimientos de todos los sujetos en TREO. Ninguno de los
grupos alcanza un nivel 6ptimo de reconocimiento.

A diferencia de lo anterior, si tomamos como indice de reconocimiento el [D2|, tomando como
reconocimiento de objeto la predileccion por cualquiera de los objetos (ya sea A3 o B), vemos
diferencias mas claras tanto en el desempefio individual como grupal. Asi, vemos que existe una
mayor cantidad de animales superando el nivel de reconocimiento exitoso sin importar el grupo. Si
nos vamos al detalle, podemos observar que el grupo que tiene més animales superando el limite 0.2
es el grupo con 3 horas de intervalo, con 4 sujetos (0.7, 0.38, 1.0, y 0.4). Este es seguido por el grupo
de 1 minuto (n=3, con 0.27, 0.52 y 0.37), y por ultimo, aquel que cuenta con 24 horas de intervalo

entre fases (n=2, con 0.44 y 0. 36, Grafico 3).



33

Gréfico 3.
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Grafico de rendimiento |D2| individuales por grupos, promediando las 3 sesiones por sujeto. Se observa una mayor

variabilidad individual dentro de un mismo grupo, encontrandose tanto sujetos que alcanzan el |D2| significativo como
otros que no, sin importar el intervalo interfases

Asimismo, podemos ver ya a nivel grupal, que aquél que cuenta con 3 horas de intervalo tiene
un mayor nivel de reconocimiento (0.53), tomando el promedio de todos los animales en todas sus
sesiones. Asi también se observa que aun existe reconocimiento a las 24 horas de intervalo, pero muy

cercano al limite de 0.2 (0.26) (Grafico 4).

Gréfico 4.

Rendimiento |D2| por grupos
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Gréfico de rendimiento [D2| por grupo, promediando los rendimientos de todos los sujetos en TREO. Todos los grupos
alcanzan un nivel significativo de reconocimiento, pero con diferencias intergrupales.
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Todo esto sugiere que el [D2| es un mejor indice de reconocimiento, pues distingue tanto a los
grupos como a los individuos con una mayor variabilidad entre estos, y dando cuenta que los animales
si reconocen. También nos entrega informacion sobre los intervalos, que en este caso arroja que el
intervalo de 3 horas tiene una mayor cantidad de individuos superando el 0.2 |D2| promediando sus
sesiones, y que, a su vez, como grupo, supera a los otros con distintos intervalos tomando en cuenta el
mismo indice.

Por esto, para el experimento 2, se tomo este intervalo, ya que cuenta con un mayor indice de

reconocimiento.

b. Experimento 2

Al igual que en el experimento 1, se sigue dando la misma tendencia tanto a nivel grupal como
individual. En el partidor caso, vemos que el rendimiento D2 de la muestra es muy cercano a 0 (D2=
0.02), lo que sugeriria un nulo reconocimiento por parte de esta (gréfico 7). Y si atendemos al
promedio de las tres sesiones de TREO de cada uno de los animales, vemos que solo 2 sujetos logran
superar un D2 de 0.2 (0.33 y 0.37), mientras que los otros 13 estan bajo este niimero (grafico 5).

En cambio, con el indice |D2|, vemos que el nivel grupal alcanza un nivel de reconocimiento
superior al 0.5 (0.51), superando por gran margen al indice de reconocimiento exitoso (figura 9). Y
esto se condice con el hecho de que s6lo dos sujetos no superan este indice, promediando sus

desempenos en las distintas sesiones de TREO (gréfico 6).
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Gréfico 5.

Rendimientos individuales D2

D2

Grafico de rendimientos individuales D2 en TREO en el grupo 3 (experimental), promediando sus tres sesiones. Soélo tres
sujetos alcanzan un nivel significativo de D2.

Gréfico 6.

Rendimientos individuales |D2|
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Grafico de rendimientos individuales |D2| en TREO en el grupo 3 (experimental), promediando sus tres sesiones. La gran
mayoria de los sujetos logra un reconocimiento significativo.
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Gréfico 7.
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Grafico de indice de reconocimiento D2 y |D2| para el grupo 3 (experimental), promediando los rendimientos individuales

de los sujetos. Analizando los datos con |D2| el grupo logra un alto indice de reconocimiento. El anélisis con D2, arroja un
resultado cercano a 0.

2. Biologia molecular

Luego del protocolo de PCR especifica para metilacion y la electroforesis, se obtuvieron las
marcas respectivas en el gel de agarosa al 2% (Figura 3). Las intensidades fueron cuantificadas
mediante ¢l software Image] ® y normalizadas mediante el control de carga TUB-IV (Figura 4), el
cual indica si para cada una de las reacciones PCR se cargo6 la misma cantidad de ADN modificado. El
resultado de las cuantificaciones para cada una de las ratas experimentales (n = 10), junto con su

respectivo rendimiento en TREO, se muestra en la Tabla 1.
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Figura 3.

Muestra representativa de las intensidades obtenidas en el gel de agarosa al 2%, observandose un estandar de peso
molecular (a la izquierda) y diez marcas de las reacciones cargadas con partidores para BDNF metilado, cada una de ellas
correspondiente a una rata del grupo experimental (n = 10).

Figura 4.

BDNFmet

TUB-IV

Marcas para BDNF metilado y TUB-IV representativas de 5 ratas.
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Tabla 1.

Grupo Experimental

Rata BDNFmet ID2|
el 4.717983 0.47
e2 7.428225 0.15
e3 4.463054 0.52
ed 4.121861 0.56
es5 4.260140 0.50
eb 5.098569 0.64
e’ 4.344690 0.65
e8 4.010632 0.79
€9 6.001264 0.46
el0 5.990033 0.45
Promedio 5.044 0.520
StD 1.104 0.169
SEM 0.349 0.053
r= -0.819619

El analisis estadistico nos entrega un coeficiente de Pearson de -0,8196, por lo que los
resultados sugieren que existe una relacion significativa entre el estado de metilacion del exon I del
gen de BDNF en CPr y el rendimiento |D2| de la muestra de ratas Sorague dawley en TREO.
Asimismo, la correlacion negativa nos indica que las ratas con mejores rendimientos en TREO
presentan un menor estado de metilacion del promotor de BDNF, lo que se condice con la literatura al
estar establecido experimentalmente que los mecanismos de metilacion estdn asociados al
silenciamiento génico y que BDNF es una proteina necesaria, tanto en su forma precursora como
madura, para los procesos de plasticidad sinaptica. El Grafico 8 ilustra la relacion entre rendimiento y

estado de metilacion desglosado por individuos.
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Gréfico 8.
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Grafico del estado de metilacion del promotor del gen de BDNF (eje Y, normalizado con TUB-IV) y el rendimiento |D2| de
cada una de las ratas (eje X), obteniéndose un coeficiente de correlacion (Pearson) de -0.803 (n = 10). Puede apreciarse
como el nivel de silenciamiento génico de la proteina BDNF con el rendimiento a nivel conductual, donde la correlacion
negativa nos muestra que a mayor estado de metilacion, menor es el indice de reconocimiento de objetos.

Asimismo, al correlacionar el estado de metilacion del gen de BDNF en CPr con el
rendimiento D2 de la muestra en TREO, obtuvimos un coeficiente de Pearson igual a 0,031 (datos no
mostrados). Este resultado muestra que existe una escasa relacion entre D2 y activacion de la
transcripcion del gen de BDNF, lo que nos sugiere que D2 no es un indice idoneo de discriminacion,
posiblemente al no tomar en cuenta la variabilidad individual expresada en la existencia de ratas
“conservadoras” que exploran preferentemente el objeto A3, a pesar de haberlo reconocido como

objeto familiar.
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Al comparar los grupos G1, G2 y G3, mediante el Andlisis de varianza (ANDEVA),
obtuvimos, sorpresivamente, que no existen diferencias estadisticamente significativas entre ninguno
de los grupos (p > 0.05, Grafico 9). Estos resultados hacen ostensible, por un lado, el problema
metodoldgico acerca de si es posible crear un adecuado grupo de control en TREO, un paradigma de
memoria al que subyace un proceso cognitivo extremadamente sensible que se desencadena ante la
presentacion de cualquier estimulo al campo visual de la rata, y por otro, la necesidad de determinar si
la correlacion observada en el Gréfico 8 responde a una variabilidad en los niveles basales de
secrecion de BDNF (i.e. via constitutiva) o si es TREO la que gatilla los cambios en los estados de
metilacion del gen de BDNF (via regulada). En otras palabras, determinar si el estado de metilacion es
el antecedente del rendimiento |D2|, o si el rendimiento [D2| es el antecedente del estado de metilacion

en la CPr de la muestra.

Gréfico 9.
20 - = Control
O Habituacion
O Experimental
1.5 - (
©
£ 10
z
5 [
0.5 - L
0.0

Promedio Grupos

Grafico del estado de metilacion de los grupos control, habituacion y experimental. ANDEVA muestra que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p > 0.05, bigotes: S.E.M.).
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3. Bioguimica

Las muestras obtenidas fueron normalizadas con anti actina 1:10000, tomando como
anticuerpo secundario monoclonal anti mouse 1:10000, para asi tener la seguridad que la cantidad de
proteinas cargadas en los geles haya sido la misma para todos los animales. Las cuantificaciones de

los resultados se muestran en las Figuras4y 5, y el desglose de éstos en la Tabla 2.

Figura 4.
Bandas de BDNF resultantes del inmunoblot. Muestras de grupo 1 y grupo 2.
Figura 5.
el0 e’ €6
RDNF
Actina

Bandas de BDNF representativas del grupo 3 resultantes de inmunoblot. Las bandas del panel inferiror
corresponden al control de carga realizado con actina.



Tabla 2.

Grupo 3 (Experimental)

Rata
el
e2
e3
e4
e5
e6
e’
e8
e9

el0

Prom

Std

SEM

ID2|
0.70
0.52
0.50
0.64
0.65
0.53
0.79
0.73
0.46
0.15
0.57
0.18
0.06

Inmunorreactividad BDNF
1.59
0.79
0.39
0.99
0.97
0.79
1.47
1.03
0.38
0.23
0.86
0.45
0.14

0.8550
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Como se muestra en el Gréfico 10, se puede observar una correlacion positiva entre la

expresion de BDNF (maduro) en CPr, y el rendimiento en TREO (r = 0.85), lo que sugiere que un alto

|D2| estaria asociado a una alta concentracion proteica de BDNF en CPr. Esto es coherente con lo

expuesto en el apartado anterior, donde se habia encontrado una correlacién negativa entre |D2| y el

estado de metilacion del exon I del gen de BDNF, ya que, segin los modelos epigenéticos actuales, el

silenciamiento génico que existe como resultado de la metilacion del gen va acompafiado con una

disminucién de la expresion de la proteina correspondiente.
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Gréfico 10.
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Grafico de la concentracion de BDNF en CPr (eje Y, normalizado con anti actina) versus el desempefio en TREO (|D2|, eje
X), con un coeficiente de correlacion de 0.8550 (n = 10). Se aprecia una fuerte asociacion entre la expresion de BDNF en la
corteza perirrinal de la tara y el rendimiento de esta a nivel conductual: altos niveles de proteina correlacionan con un
exitoso reconocimiento de objetos.

Asi también, y tal y como se mostro en los resultados biomoleculares, se encuentra una baja
correlacion entre el rendimiento D2 y la expresion de BDNF.

Por tultimo, al comparar mediante ANDEVA los promedios de concentracion de BDNF en CPr
de los sujetos experimentales de G3 con G2 y GI, no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas (p > 0.05). Esto sugeriria que la concentracion obtenida de BDNF en CPr no es
desencadenada necesariamente por TREO ni por las caracteristicas propias de esta tarea, si no que
podria corresponder mas bien a niveles basales de expresion que permiten entender ciertas diferencias

individuales en el desempefio de los sujetos en TREO. Ademas, también pueden haber influido ciertas
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caracteristicas de los animales utilizados, ya que pudieron haber sido expuestos a diversas variables

intervinientes que pudieron verse reflejado en los resultados esbozados en el Gréafico 11.

Gréfico 11.

2.0 1 W Hab (grupo 2)
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Inmunorreactividad BDNF/ACT (UA)

Promedio grupos

Grafico de la concentracion de BDNF en CPr en los distintos grupos del experimento 2. Se ve una escasa diferencia entre
los grupos, no encontrandose un contraste significativo

Procedimos a determinar la relacion entre el estado de metilacion del gen de BDNF y la
concentracion de esta proteina en CPr en una muestra de 6 ratas de GE (Grafico 12).
Consistentemente con la literatura y los resultados expuesto en los apartados anteriores, encontramos
un r = - 0.88 entre ambas variables, lo que podemos interpretar como que un menor estado de
metilacion del gen de BDNF estd asociado a una mayor concentracion de BDNF en la muestra

analizada.
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Gréfico 12.

y = -2.5233x + 7.2557
8 1 é r = -0.8823

BDNFmet (UA)
» oo
HOH

o T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5

Concentracion BDNF (UA)

Grafico del estado de metilacion del gen de BDNF (eje y) y la concentracion de BDNF (eje X) en CPr. Se observa que un
mayor estado de metilacion del gen de BDNF esta estrechamente relacionado con una menor concentracion de BDNF (r =
-0.88,n=0).
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CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en el presente trabajo sugieren que en TREO un tiempo de exploracion
estadisticamente significativo tanto por A3 como por B en FE debe considerarse como un indicador de
reconocimiento de objetos. A nivel de conducta, tomar el indicador D2 hace que la muestra no logre
superar los criterios de reconocimiento exitoso, sin importar el intervalo entre fases. El indice [D2|,
por su parte, muestra indices significativos de reconocimiento, lo que se ve apoyado por la estrecha
correlacion obtenida entre rendimiento y desmetilacion del promotor de BDNF, por un lado, y entre
rendimiento y concentracion de proteina en CPr, por otro, lo que sugiere que diferencias individuales
en ratas Sprague dawley pueden explicar la preferencia por A3, sin que esto represente un fracaso en
el reconocimiento.

Asimismo, los datos sugieren que el proceso de reconocimiento de objetos estd asociado a
cambios en el estado de metilacion y de expresion de proteinas en CPr, en este caso particular de la
neurotrofina BDNF. Este dato resulta relevante si tomamos en cuenta que TREO es un paradigma
conductual que, al no utilizar reforzadores ni castigos, ofrece poco “incentivos” a su sustrato
neurobioldgico para que remodele su arquitectura neuronal, lo que se ve apoyado por la inexistencia
de diferencias estadisticamente significativas entre las muestras G1, G2 y G3. De todos modos, al
desglosar individualmente la muestra G3, los datos sugieren que el proceso cognitivo de
reconocimiento de objetos involucra cambios cuantificables tanto en los patrones de metilacion génica

como en la expresion de proteinas implicadas en plasticidad.
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DISCUSION

Consideramos que estudios posteriores respecto a la actividad de las neurotrofinas en procesos
plasticos a nivel de CPr deben efectuarse en tareas que impliquen un reforzador para el sujeto
experimental, tales como DMS o DNMS. TREO muestra ser un paradigma de memoria demasiado
“blando”, con mucha variabilidad individual y con un alto porcentaje de varianza atribuible a los
criterios usados para considerar una conducta como dentro de la categoria de exploratoria. Por otra
parte, existe una clara dificultad metodoldgica para establecer un verdadero grupo control en una tarea
de memoria a la cual subyace un proceso cognitivo que se gatilla virtualmente ante cualquier
perturbacion del campo visual de un organismo.

El mecanismo de disminucion de respuesta en CPr implicado en el reconocimiento de objetos
sugiere que el papel preponderante a nivel neurobiologico estaria a cargo de la interaccion
proBDNF/p75™"™®, mas que de mBDNF/TrkB (Brown y Xiang, 1998; Lu, 2005). Es necesario
establecer diferencialmente si la concentracion de la proteina madura o la precursora es la que muestra
una mayor correlacion con el rendimiento en TREO, asi como determinar nivel de actividad de las
proteasas encargadas del clivaje de proBDNF, y si éste estd ocurriendo a nivel intra o extracelular.
Esto puede apoyarse mediante estudios electrofisiologicos, utilizando los paradigmas de LTP y LTD,
para correlacionarlos con los estados de metilacion del gen de BDNF y expresion de BDNF en CPr.
En su conjunto, esto permitiria esclarecer si las correlaciones obtenidas obedecen a patrones basales
de metilacion y expresion (via constitutiva de secrecion de BDNF), o si éstas son gatilladas por TREO
por mecanismo de secrecion dependientes de actividad (via regulada).

Es importante también dilucidar el rol que tiene HC en TREO, ya que, al ser una tarea clasica

dentro de la familiaridad en la memoria de reconocimiento, segin Brown y Aggleton (2001), su
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sustrato neuroanatémico preponderante seria la CPr. Como se sabe, cuando la tarea involucra mas
aspectos contextuales en memoria y aprendizaje trae consigo una mayor participacion del HC (Squire
et al, 2007), considerando elementos de recuerdo (recollection) dentro de la memoria de
reconocimiento. Se podria pensar que un mayor numero de sesiones de TREO podria relacionarse con
actividad hipocampal, manifestdndose, tal y como se ha visto en el presente estudio en CPr, en
elementos constitutivos de la plasticidad sinaptica, como el rol que juega BDNF en las sinapsis

adultas, debido a que el roedor podria ya haber adquirido aspectos contextuales de la tarea.
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