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RESUMEN

Dada la importancia que tiene el gen Arc para la plasticidad sindptica, es relevante
caracterizar la dinamica de su expresion en el SNC. Se ha observado que en el giro
dentado del hipocampo Arc se expresa de forma distinta que en otras regiones como los
cuernos de Ammon y la corteza cerebral, lo que podria representar un mecanismo
importante para los eventos plasticos que subyacen a la formacion de la memoria y que
dependen de esta estructura. Previamente, observamos la presencia de Arc (ARN
nuclear y ARNm citoplasmético) en el giro dentado, manteniéndose hasta 8 horas
después de haber inducido su expresion mediante la exploracion de un ambiente
novedoso. Encontrar el transcrito reciente de Arc (ARN nuclear), hasta 8 horas
posterior a la exploracion del ambiente, sugeria que este gen se transcribe de forma
sostenida. Sin embargo, para corroborar que la presencia sostenida de Arc se debe a un
mecanismo dependiente de la transcripcion, decidimos inhibirla utilizando Ila
actinomicina D (inhibidor transcripcional), antes de la exploracién y después de ella.
Mediante esta estrategia farmacoldgica observamos que la actinomicina D impide el
inicio de la transcripcién por un periodo de 2 horas, cuando se administra previamente
al estimulo; y si se administra después de la exploracién del ambiente novedoso, abate
la transcripcion sostenida de Arc por un periodo de entre 2 y 8 horas. Lo anterior
demuestra que después de la exploracion de un ambiente novedoso se establece una
transcripcién sostenida de Arc en el giro dentado, aunque todavia queda por determinar
si dicho mecanismo depende exclusivamente de eventos celulares o es regulado por

actividad en la red neuronal.



SUMMARY

Given the relevance of the immediate early gene Arc in synaptic plasticity, it is
important to describe the dynamic of it's expression in the CNS. It has been observed
that in the dentated gyrus the dynamic of Arc expression after exploration is different
from that observed in other regions such as the Ammon's horns and the cerebral cortex.
This could be of great relevance for the plastic mechanism underlying memory
formation that depends upon the dentate gyrus.

After exploration Arc protein and mRNA can be detected in significantly more cells
than those observed in control animals for more than 8 hours. By pinpointing the
existence of intronic Arc within >50% of Arc expressing cells, an Arc sustained
transcription phenomenon in the dentated gyrus after exploration of a new environment
was suggested. However, to corroborate if this was indeed a mechanism dependent
upon transcription, we decided to assess the effect of the transcriptional inhibitor
actinomycin D in the behavioral induced Arc expression. By the administering
actinomycin D intracerebroventricularly we were able to determine that the inhibitor
effect of this drug last approximately 2 hours and if it's administrated after the
exploration of a new environment, blocks the prolonged expression of Arc, so in this
conditions, eventhough Arc induction was allowed, Arc mRNA was no longer detected
at 2 or 8 hours after exploration. This evidence confirm that after exploration of a new
environment a sustained transcription of Arc is established in the dentated gyrus,
however it is yet to be determined if such mechanism depends exclusively on cellular
events or if it is regulated by activity in the neuronal network.
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INTRODUCCION

Una forma de aproximarse al estudio de los procesos cognoscitivos tales como la
percepcion, el lenguaje, el aprendizaje y la memoria, es mediante la construccion de
planteamientos teoricos que intenten dilucidar los mecanismos mediante los cuales el
sistema nervioso es capaz de interpretar la informacion, de manejarla o bien de
almacenarla. En lo que refiere a la memoria, existen planteamientos tedricos como los
realizados por Hebb (1949), en los cuales se ha propuesto que la formacién de memorias
depende del establecimiento de cambios plasticos en la comunicacion de las células
nerviosas. Estas modificaciones en la conectividad (cambios plasticos) serian necesarias
para mantener a largo plazo la funcionalidad de la red de neuronas que fueron activadas

y que estarian representando la informacion mediante sus patrones de actividad.

Una manera de aproximarnos experimentalmente al problema de la formacion de
memoria, es estudiando los eventos que ocurren dentro de la célula y que dan lugar a los

cambios plasticos.

Entre los eventos celulares importantes para la plasticidad sinéptica, se encuentran la
transcripcion de genes y la expresion de proteinas. Se sugiere que estos mecanismos
permiten la consolidacion de la informacion en memorias, a través de modificaciones en
las neuronas que conforman la red (grupo de células activadas) (Kelleher, Govindarajan
y Tonegawa. 2001). Se ha demostrado que uno de los genes importantes para la
plasticidad sinaptica es el gen efector inmediato Arc, el cual parece tener un papel
importante en el escalamiento sindptico y posiblemente regule la plasticidad estructural
(Bramham, Worley, Moore y Guzowski. 2008; Plath et al. 2006). Por lo anterior, es de
suma importancia estudiar la dinamica de la expresion de Arc, para poder explicar parte
de los mecanismos que subyacen a los cambios plasticos, en las sinapsis de las células
que formaran parte de los ensambles de la memoria a largo plazo (Bramham vy
Messaoudi, 2005).

Previamente, se habia demostrado que la dinamica de expresién de Arc después de la

experiencia de exploracion de un ambiente novedoso, es diferente entre las células



piramidales de los cuernos de Ammon y la corteza cerebral, comparado con las células
granulares del giro dentado (Ramirez-Amaya et al. 2005). En el giro dentado el transcrito
reciente de Arc se ha encontrado en las neuronas activadas por la experiencia espacial
novedosa hasta por 8 horas (Ramirez-Amaya et al. 2005; Chawla et al. 2005). Resultados
previos realizados durante mi tesis de licenciatura, sugerian que esta dinamica de
expresion pudiera depender de un mecanismo de transcripcion sostenida, lo cual quisimos
corroborar mediante la inhibicion farmacoldgica de la transcripcién con el uso de

actinomicina D.

Nuestro modelo experimental implico la exploracion de un ambiente novedoso
(utilizando ratas de la cepa Wistar), el uso de microcirugia de canulacién para la
administracion intraventricular de la actinomicina D, y finalmente, el uso de “catFISH”
(andlisis compartamental de la actividad neuronal temporal mediante el uso de
hibridacion in situ fluorescente) para la identificacion histolégica de actividad celular
(expresion de Arc). Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue afectar la
transcripcion del gen efector inmediato Arc, para determinar si el mecanismo celular que
posibilita que este gen permanezca transcribiéndose hasta por 8 horas es efectivamente la
transcripcion sostenida. Lo importante de este trabajo es que podremos determinar si se
trata 0 no de un mecanismo dependiente de la transcripcion y contribuiremos con
evidencia que nos ayude a determinar si estos mecanismos dependen de eventos celulares

0 de otros dependientes de la red neuronal.



ANTECEDENTES

1. Fendmenos de transformacion del sistema nervioso

En 1972 Barlow planted una idea: “El pensamiento se construye por medio de la
actividad de las neuronas y no deberiamos utilizar frases como: la actividad neuronal
refleja 0 monitorea los procesos de pensamiento. Porque la actividad de las neuronas
simplemente es en si misma el proceso de pensamiento.” La idea que planteé Barlow nos
habla de un problema que fue discutido de manera amplia por mucho tiempo;
actualmente la tendencia es entender la actividad y el metabolismo neuronal antes de

trasladarlo a su manifestacién como proceso cognitivo.

Seguido a este planteamiento existen diferentes aproximaciones que se han dedicado a
contribuir a la caracterizacién de como el sistema nervioso, y de manera particular las
neuronas, regulan sus diferentes procesos metabdlicos como resultado de la constante
interaccidon con el medio externo y con las continuas variables endégenas que pueden

alterarse, y asi transformar el estado homeostético del organismo en general.

Que el sistema nervioso tenga la posibilidad de modular sus dindmicas como resultado de
interacciones enddgenas y exdgenas, le otorga cierta caracteristica de plasticidad que le
permite contender con las constantes modificaciones del medio y por ende lo actualiza
permanentemente del estado externo y del interno. Sin embargo, se debe mencionar que
aunque el sistema nervioso, dentro de los limites que lo definen, detecta las
modificaciones en las variables de informacion que puede ingresar o censar, no todas
éstas han de transformarlo de manera méas duradera. En la idea anterior se plasma la
pregunta implicita de cémo el sistema nervioso podria hacer duradera una experiencia

conductual o una condicidn fisiolégica interna, por poner ejemplos.

Una de las propuestas que intentan dar una explicacion a esta pregunta, y que
posiblemente Barlow conocia, fue la planteada por Donald Hebb en 1949. En su
propuesta, Hebb planted que el sistema nervioso procesa y codifica la informacion a



través de los patrones de actividad eléctrica de grupos de neuronas, estos grupos de
neuronas con actividad sincrénica, que denomind ensambles neuronales, serian la
representacion de dicha informacién. EIl que Hebb hable de grupos de neuronas como la
unidad minima de procesamiento de informacidn, no desdefia los eventos a nivel
individual. Estas modificaciones en cada unidad neuronal que integra el ensamble, como
resultado de la experiencia, han de ser muy finas y pueden llegar a modificar el patron de
actividad eléctrica de una neurona de manera no transitoria. Hebb planteé su postulado de
la siguiente forma: “Cuando el axon de una célula A esti lo bastante cercano a una
célula B como para excitarla y repetida o persistentemente la excita, tiene lugar algin
proceso de crecimiento o cambio metabolico en una o ambas células, de modo tal que la
eficiencia de A, como una de las diversas células que hace disparar a B,
aumenta.”(Hebb, 1949). Esta fue la primera propuesta explicita de que los cambios en la
eficiencia sinaptica son el mecanismo que permite estabilizar la respuesta de los
ensambles, para permitir el establecimiento de los patrones de actividad a largo plazo y

asi consolidar la informacién, es decir, formar una memoria.

Actualmente, la gran mayoria de los neurocientificos aceptan la nocion de que la
representacion de la informacion se da por medio de patrones de actividad que se repiten
en grupos de células nerviosas. Este concepto en gran parte se debe a las aportaciones de
modelos matematicos de redes neuronales (Marr, 1976), que junto con las perspectivas
tedricas de los neurocientificos cognitivos como Sakurai (1999), McNaughton (1996),
entre otros, han definido las propiedades que determinan el funcionamiento de los

ensambles, o lo que se conoce también como el codigo poblacional.

Se han descrito diferentes eventos de actividad neuronal que desencadenan
modificaciones duraderas en las conexiones de las células nerviosas, uno de éstos es la
actividad que se presenta como resultado de la activacion de receptores a glutamato
(Kandel, Schwartz y Jessell. 2001). De manera particular, algunos de los receptores
ionotrépicos a glutamato como los AMPA (acido propidnico a-amino-3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol) y principalmente los NMDA (N-metil d-aspartato), se han relacionado con



formas tempranas de plasticidad y que pueden desencadenar mecanismos moleculares

que modifiquen la comunicacion sinaptica a largo plazo (Ramirez-Amaya, 2007).

En la Figura 1 se muestran algunos de los eventos moleculares que pueden ocurrir como
consecuencia de la activacion de receptores a NMDA. Con la activacion de los receptores
a glutamato tipo NMDA se permite la entrada de Ca2" dando lugar a la activacion de
diferentes cinasas como la cinasa tipo 11 dependiente de calcio y calmodulina (CaMKIl),
cinasa C de proteinas (PKC), éstas al activarse pueden fosforilar diferentes proteinas de
membrana, entre las que se incluyen los receptores AMPA y NMDA, que al estar
fosforilados modifican sus caracteristicas funcionales y permiten modificar la eficiencia
de la respuesta post-sinaptica. Algunas de estas cinasas pueden activar enzimas como la
sintasa del 6xido nitrico (NO), la cual funciona como mensajero retrogrado que modifica
la liberacion de neurotransmisor. Todos estos eventos dan lugar a modificaciones
plasticas tempranas que tienden a ser transitorias. Los eventos plasticos tardios, aunque
también son regulados por las sefiales de calcio, pueden influir sobre la trascripcion de
genes ya sea por si mismos (Fields, Lee y Cohen. 2005) o, por medio de la activacion de
otros sistemas como el AMP ciclico, que es producto de la actividad de la adenilato
ciclasa, la cual funciona como un importante segundo mensajero cuya actividad regula a
otras cinasas como la PKA (cinasa A de proteinas). De esta forma puede regularse la
trascripcion de genes mediante la activacion de factores de trascripcion como CREB
(proteina de unidn responsiva a AMPc) el cual es reconocido como uno de los factores
plasticos mas relevantes, pues regula la trascripcion de diversos genes (Kandel, Schwartz
y Jessell. 2001).
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Figura 1. Se representan los eventos moleculares que subyacen los cambios plasticos tempranos
y los tardios (Modificado de Kandel et al. 2001).

El estudio de la activacion de genes de expresion inmediata como mecanismo molecular

que puede dar lugar a los procesos plasticos tardios, es el centro de nuestro trabajo.



2. La activacion de Arc como mecanismo de transformacién de la actividad

neuronal

En las Gltimas décadas se han identificado una serie de genes cuya expresion se induce
con actividad neuronal e independientemente de la sintesis de nuevas proteinas A estos
genes se les denomina genes inmediatos de expresion temprana. Se les considera genes
inmediatos porque su transcripcion es independiente de la sintesis de nuevas proteinas, de
esta manera, todos los genes cuya expresion se induce aun en presencia de inhibidores de
la sintesis de proteinas como cicloheximida o anisomicina, son considerados genes de
expresion inmediata (Worley et al. 1990). También se les considera de expresion
temprana porque se inducen rapidamente después de un episodio de actividad neuronal.
Esta actividad neuronal puede generarse experimentalmente mediante estimulacion
eléctrica, como lo es la estimulacion eléctrica maxima, la cual induce convulsiones
(MECS o maximal electroconvulsive shock). De esta manera, tipicamente se caracterizan
los genes inmediatos de expresion temprana estimulando el SNC con MECS e inhibiendo
la sintesis de proteinas con cicloheximida o anisomicina (Lanahan y Worley, 1998).

Por lo anterior, a los genes como cFos, cJun, Zif268, Arc y Homer 1a (Lanahan y
Worley, 1998) se les ha denominado genes inmediatos de expresion temprana. Dentro de
este grupo de genes se distinguen dos grandes familias: los genes efectores, los cuales
tienen un efecto directo en el maquinaria celular en la que inciden, como es el caso de
Homer 1lay a Arc. Homer la esta asociado a la agrupacion de receptores en la membrana
postsinaptica y Arc con la endocitosis de receptores postsinapticos, estos efectos son
dierectamente regulados por sus proteinas. La otra familia incluye a los genes de
regulacién transcripcional, como c-Fos, c-Jun y Zif268, en cuyo caso, su funcién esta
relacionada con la regulacion de la expresion de otros genes (Lyford et al. 1995).

Las caracteristicas de la expresion de estos genes, han permitido el desarrollo de métodos
de imagenologia como lo es “catFISH” (por sus siglas en ingles) o analisis
compartamental de la actividad neuronal temporal, mediante el uso de hibridacion in situ

fluorescente. Con esta técnica podemos identificar células activadas por un evento



conductual, con una resolucién temporal en el orden de minutos y una resolucion
anatomica a un nivel celular preciso.

Actualmente se conoce la cinética de expresion de varios de estos genes. En la Figura 2
se ejemplifica la informacién temporal que la técnica brinda. En el recuadro a, se puede
distinguir el transcrito reciente del gen Arc, que se observa como dos puntos (marcados
en rojo) dentro del nacleo celular (marcado en azul), esta primera expresion tiene una
ventana temporal de 5 minutos. A los 30 minutos (cuadrante b), podemos observar el
transcrito tardio, es decir, el ARNm de Arc situado en el citoplasma, en la figura se
aprecia como una mancha roja alrededor del nucleo (coloreado en azul). Por lo anterior,
en el cuadrante c, la célula se activo hace 30 por la sefial en rojo del ARNm de Arc, la
cual rodea el nucleo; pero también podemos saber que se reactivd hace s6lo 5 minutos,
puesto que también presenta las marcas del transcrito reciente (dos puntos dentro del
nacleo) (Link et al. 1995; Lyford et al. 1995). Si empleamos esta técnica con dos genes
de expresion inmediata, que tengan cinéticas de expresion distintas, podemos obtener dos
marcas temporales, las cuales indican el momento en el que esa neurona se activd segun.
En el caso del cuadrante d, se identifica el transcrito temprano de Arc (los puntos en color
rojo) a los 5 minutos y el transcrito temprano de Homer 1a (dos puntos en color verde)
que se expresa a los 30 minutos.

Figura 2. Fotografia con microscopio confocal a 63x. Hibridacidon in situ fluorescente para Arc (en
rojo) y Homerla (en verde); el nacleo de las células estd tefiido con DAPI (azul). La presencia
temprana de Arc en el nlcleo (a) se indujo aproximadamente 5 minutos antes, mientras que la
presencia tardia de Arc en el citoplasma (b), se debe a la actividad que ocurrid 30 minutos antes. La
superposicién de Arc en el nlcleo y en el citoplasma (c), se debe a que la célula se activé en ambas
ocasiones. La superposicién de Arc y Homerla en el ndcleo (d) (Modificado de Guzowski,
McNaughton, Barnes y Worley. 1999).



En este trabajo utilizamos el gen Arc 6 Arg 3.1 (proteina asociada al citoesqueleto
regulada por actividad). Precisamente, fue la identificacion de la expresién de Arc,
mediante hibridacion in situ fluorescente, y las caracteristicas de induccion de su
expresion (Link et al. 1995; Lyford et al. 1995), las sirvieron para desarrollar la técnica
de “catFISH” (GuzowskKi et al. 1999). Se ha encontrado que células en el hipocampo y
la corteza, que presentan actividad neuronal de alta frecuencia durante un evento
conductual, inducen la expresion de Arc. Por otro lado, se sabe que la induccion de la
expresion de Arc es dependiente de la actividad de receptores a NMDA y de la entrada
de calcio al interior de la célula (Steward y Worley, 2002; Zheng, Luo y Wang. 2009).
Recientemente se ha caracterizado el promotor y el “enhancer” de Arc, los cuales son
secuencias que permiten que este gen o un reportero se induzcan en respuesta
especifica a la actividad sinaptica (Kawashima et al. 2009). Asi mismo, el promotor de
Arc depende de la entrada de calcio y de la activacion de MAPK (cinasa de proteinas
activada por mitdgenos) (Waltereit et al. 2001).

Se ha descrito que el ARNm de Arc se traslada a las regiones dendriticas que fueron
activadas (Steward, Wallace, Lyford y Worley. 1998), donde puede ser traducido
localmente (Steward y Schuman, 2003; Steward y Worley, 2001). En otros trabajos se
ha bloqueado la traduccion de Arc con oligos antisentido y se ha visto que eso afecta el
mantenimiento de la potenciacién a largo plazo (PLP) (Bramham y Messaoudi, 2005;
Guzowski et al. 2000). Lo anterior resulta muy relevante para la plasticidad sinaptica,
puesto que la PLP es uno de los modelos principales propuestos de plasticidad
sinaptica, el cual implica un aumento estable y duradero en la magnitud de la respuesta

post-sinaptica (Bliss y Lomo, 1973).

Recientemente se ha demostrado que la proteina de Arc interactia con endofilina y
dinamina en las dendritas, induciendo la endocitdsis de receptores AMPA (Shepherd et
al. 2006). Se sugiere que de esta forma Arc participa en mecanismos de escalamiento
sinaptico (el escalamiento sinaptico es un mecanismo que permite regular a la baja, la
actividad general de una red para hacer mas conspicuos los puntos particulares donde
ocurrio la actividad) que subyacen a la depresion a largo plazo (DLP), la cual implica



una disminucién, estable y duradera, en la magnitud de la respuesta post-sinaptica
(Bramham et al. 2008). De manera particular, se sugiere que la traduccion de Arc en las
dendritas facilita la expansion de la F-actina, y con ello participaria en la consolidacion
de la PLP (Bramham et al. 2008).

La secuencia de Arc presenta una alta homologia con espectrina y co-precipita con F-
actina (Lyford et al. 1995). Dichas moléculas son importantes proteinas del
citoesqueleto. En el neuroblastoma Arc induce el crecimiento de neuritas cuando
interacta con la cinasa CAMKII (cinasa tipo 1l dependiente de calcio y calmodulina)
(Donai et al. 2003). Se ha demostrado que Arc sélo se expresa en células CAMKII
positivas (Vazdarjanova et al. 2006), por lo que se ha sugerido que CAMKII es una
importante molécula que acompafia a Arc en distintas funciones plasticas. Arc
interactta con la CAMKII exclusivamente en las dendritas, en donde al parecer inhibe
la actividad de CAMKIIb y promueve escalamiento sinaptico mediante la endocitosis
de receptores AMPA. Sin embargo, en las espinas activadas Arc no interactlia con
CAMKIIb, permitiéndole promover cambios estructurales.

Todos estos datos sugieren que Arc cumple un papel importante en las dendritas y sus
sinapsis, por lo que este gen de expresion inmediata es considerado como importante
para la formacion de la memoria. La estructura cerebral en donde se ha estudiado en
mas detalle la expresion de Arc es el hipocampo, el cual es una de las estructuras mas

importantes para la formacion de la memoria.

Participacion del hipocampo en la representacion del ambiente

La formacion hipocampal estd localizada en el cuerno inferior de cada ventriculo
lateral y consta de tres regiones: el hipocampo (dividido generalmente en tres areas
Ilamadas cuernos de Ammon 1, 2 y 3, abreviados normalmente como CAl, CA2 y
CAY), el giro dentado (GD), y el subiculum.



El giro dentado fue caracterizado anatébmicamente por Ramén y Cajal (1893), que
describi6 una banda exterior o superior y una banda interior o inferior. EI también
identifico siete laminas en el hipocampo, pero actualmente se consideran
principalmente tres diferentes estratos: stratum molecular (también llamado stratum
lucidum), el estrato de células piramidales y el stratum oriens (también denominado
capa polimérfica) (Figura 3). La poblacion neuronal en el hipocampo incluye a las
células piramidales (que son las neuronas principales de los cuernos de Amman), las
células granulares (que son las neuronas principales del giro dentado), las intrinsecas
(células polimorficas, células de canasta), interneuronas gabaérgicas y a las células
musgosas.

stratum oriens

Meuana
pirmmidal

stratum lucidum

neuona
grnular

corteza
entarrinal

-
— &
neunona \~.
pimmmidal

Figura 3. Representacion de la organizacion estructural del GD, CA1 y CA3 en la formacion
hipocampal y de las conexiones del circuito tri-sindptico. Las células granulares del GD reciben
proyecciones de la corteza entorrinal, éstas se proyectan via fibras musgosas a las células
piramidales del CA3, para posteriormente proyectarse a las células piramidales del CAl. En
color gris claro se observa el stratum lucidum o capa molecular, y en gris oscuro, el stratum
oriens o capa polimdrfica (Modificado de Gazzaniga, 2000).

El hipocampo se ha descrito como una region altamente plastica, en ella se demostré la
ocurrencia de la PLP (Bliss y Lomo, 1973). También se ha demostrado la ocurrencia de
plasticidad estructural después de manipulaciones experimentales como la induccién de
epilepsia (Cavazos y Sutula, 1990), estimulacién que induce la PLP (Escobar, 1999) y
después del sobre-entrenamiento en una tarea de laberinto de agua (Ramirez-Amaya,

Escobar, Chao y Bermudez-Rattoni. 1999; Ramirez-Amaya et al. 2001). En estos estudios



se ha reportado el incremento en el nimero de contactos sinapticos de las fibras
musgosas. Ademas se ha demostrado un incremento en el namero de dendritas en las
células piramidales, en animales que habitan en ambientes complejos (Moser, Trommald
y Andersen. 1994), condicion que les permite ejecutar mejor las tareas espaciales.
Finalmente, otras investigaciones han demostrado que en el hipocampo, particularmente
en el giro dentado (GD), se generan nuevas neuronas en el animal adulto (Abrous, Koehl
y Le Moal. 2005), las cuales también podrian ser relevantes para la memoria (Shors et al.
2001).

Dadas las caracteristicas plasticas de esta estructura, no es dificil entender por qué tiene
un papel preponderante en la formacién de la memoria. Hoy en dia, se tiene claro que el
hipocampo estd relacionado con la formacion de memoria explicita, es decir, con el
almacenamiento de la informacion que puede declararse (Barco, Bailey y Kandel. 2006).
Este tipo de memoria implica todo nuestro bagaje semantico (denominada memoria
semantica); y también dentro de esta categoria de memoria explicita esta la variante que
refiere al almacenamiento de eventos (esta refiere a las representaciones en tiempo y
espacio de un suceso) (Squire y Cave, 1991). Por lo que se plantea que la memoria
semantica va agregando informacion de significados a los eventos definidos en espacio y
temporales (Moscovitch, Nadel, Winocur, Gilboa y Rosenbaum. 2006). Con relacion a lo
anterior, la propuesta es que el papel del hipocampo es formar y almacenar memorias
episodicas (informacién de lugar y tiempo de un evento) y contribuir a la formacién de
memoria semantica (bagaje semantico), la cual se sugiere que se almacena principalmente

en la corteza.

Dentro de la memoria episddica, se ha incluido un tipo de memoria denominada espacial,
que incluye la informacién que es necesaria para construir la representacion de un evento
que se da en determinado momento y lugar. Uno de los descubrimientos que corroboran
la participacion del hipocampo en la ejecucion de tareas espaciales fue realizado por
O’Keefe y Dostrovsky (1971). Ellos demostraron que existen neuronas en el hipocampo
que se activan especificamente cuando el animal esta en una localizacion determinada en

el ambiente. A estas células se les llamo células de lugar, las cuales se consideran como



aquellas que presentan un incremento en su tasa de disparo en respuesta a un lugar
especifico del espacio (Figura 4). Las células que presentan caracteristicas de disparo de
células de lugar, son todas las células piramidales de las regiones del CAl, CA2, CA3 y
las granulares del GD (en el subiculum también se han encontrado células que responden
principalmente a cambios en la direccion de la cabeza; y en la corteza entorrinal se
encontraron células con multiples campos receptivos espaciales). Las células de lugar,
presentan un patrén de encendido que parece ser producto de la interaccion del organismo
con su medio, es decir, con el espacio en el que se encuentre en dicho momento. Los
estudios sugieren que las células que presentan campos receptivos espaciales (en inglés
“place field”), al responder en conjunto, representan el contexto (generando un mapa

espacial). Lo que ya habia sido sugerido por Tolman (1948) y por O’Keefe y Nadel

(1978).
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Figura 4. Esquema colorimétrico utilizado para el realizar los mapas de tasa de disparo de
distintas neuronas en un ambiente de exploracion. Los gradientes de coloracion del azul
(minima tasa de disparo) al rojo (maxima tasa de disparo), permiten identificar los campos
receptivos espaciales a los que una célula responde aumentando su tasa de disparo. Cada
cuadricula representa el ambiente de exploracion. En este esquema se pueden identificar células
gue responden de manera generalizada (cuadros totalmente coloreados en rojo o naranja) a
cualquier parte del espacio y otras que lo hacen de manera selectiva (cuadros con sélo una
region coloreada en rojo) a un espacio restringido del ambiente (modificado de O'Keefe , 1999).

Para concluir esta parte, cabe mencionar que en la regién del CAL, aproximadamente el
40% de las células se caracterizan como células de lugar y presentan lo que se denomina
campo receptivo espacial (“place field”). Lo anterior significa que el 40% de las células
piramidales del CA1 responden a un lugar especifico en el espacio durante la tarea
exploratoria (Guzowski, McNaughton, Barnes y Worley. 1999). Esa proporcion de



células que presentan actividad electrofisiologica de células de lugar en un ambiente
determinado, expresa Arc en las mismas condiciones conductuales. Esto es, el 40% de las
celulas en CAL, el 20% en CA3 y el 50% en la corteza parietal, expresan Arc a
consecuencia de la exploracion ambiental (Vazdarjanova, McNaughton, Barnes, Worley
y Guzowski. 2002; Ramirez-Amaya, et al. 2005).

4. La caracterizacion de la expresion de Arc en el giro dentado asociada a un

evento conductual

Como se menciond previamente, la expresion de Arc en el hipocampo se ha
correlacionado con la actividad electrofisiolégica en respuesta a una exploracion espacial.
Sin embargo, la expresion de Arc varia segun la region. En los cuernos de Ammaén (CAs)
y la corteza parietal, donde existen principalmente células piramidales, el pico de
expresion de la proteina de Arc se da aproximadamente 1 hora después de la exploracién,
y regresa a un estado basal a las 3 horas. En estas regiones se ha observado una
reactivacion parcial del ensamble original 8 horas después de la exploracion, lo cual
implica que algunas de las células, originalmente activadas, inician una nueva expresion
de Arc en un tiempo fuera de linea (Ramirez-Amaya et al. 2005). Este evento pudiera ser
de gran importancia para la consolidacion de la memoria a largo plazo, cuya funcién
podria ser la de propiciar modificaciones en las conexiones sinapticas en un ensamble
neuronal reducido. El principio de escasez de la respuesta, sugiere que entre menos sean
las células que integren el ensamble que represente a un evento, sera mayor la capacidad

del sistema para almacenar informacion (McNaughton et al. 1996; Sakurai, 1999).

En el giro dentado sucede algo particular, la expresion de Arc es considerablemente
menor, sélo un 1.7% de células granulares lo expresan a consecuencia de la exploracién
(Chawla et al. 2005; Ramirez-Amaya et al. 2005). Esto dato contrasta con la expresion de
40% en CA1, de 20% en CA3 y de 50% en la corteza parietal (Ramirez-Amaya et al.
2005; Vazdarjanova et al. 2002). Lo anterior podria implicar que el principio de escasez
en esta region hipocampal, se cumple desde la primera respuesta a la estimulacion y

sugeriria que la capacidad mnémica del giro dentado pudiera ser muy alta.



Es importante notar que tanto el ARNm como la proteina de Arc mantienen su expresion
por encima de niveles basales durante un periodo de al menos 8 horas, posteriores a la

exploracion inicial (Figura 5) (Ramirez-Amaya et al. 2005).
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Figura 5. En A, reconstruccion de la banda superior (UB) e inferior (LB) de un giro dentado
(hipocampo izquierdo), realizada con microscopio confocal a 40x. En rojo (marcadas con Cy3)
se observan las células que expresan Arc, en verde esta la tincion nuclear con SYTOX. La
expresion de Arc se observa principalmente en la banda superior (UB) del giro dentado. Las
gréaficas de barras muestran la expresion de la proteina de Arc en el giro dentado generada por
la exploracion espacial; desde los 30 minutos después de la exploracién, la proteina de Arc esta
presente en una proporcion aproximada del 2%, con relacion al total calculado de células
granulares, y la proporcion de células que expresan Arc se mantiene significativamente elevada,
con respecto a los controles, hasta 8 horas después de la exploracion, regresando a niveles
basales a las 24 horas. *p<0.01 (modificado de Ramirez-Amaya et al. 2005).

Sin embargo, cabe mencionar que los resultados anteriores se obtuvieron con un
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modelo experimental en el que se trabajo con ratas que fueron sometidas a un programa
particular de exploracion. En ese programa la rata explor6 una caja durante cinco

minutos, y se le situd en diferentes cuadrantes de manera aleatoria para garantizar que



durante ese tiempo explorara todo el ambiente; posteriormente se les colocaba en su
caja habitacién por un intervalo de tiempo determinado, el cual fue diferente para cada
grupo experimental (0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 24 horas). Después de que transcurrio el
intervalo, los animales eran sometidos nuevamente a la condicion de exploracion en el
mismo ambiente; al final de la segunda exploracion se sacrificaron inmediatamente.
Los cerebros de los animales fueron seccionados (hipocampo izquierdo) vy
posteriormente sometidos a un tratamiento de inmunohistoquimica y de hibridacion in
situ para detectar la presencia de la proteina de Arc y su ARNm. Se utiliz6 microscopia
confocal para capturar las imagenes (regiones del CAl, CA3 y del GD), que
posteriormente fueron analizadas y finalmente, con un tratamiento estadistico se
obtuvo una caracterizacion de la expresion de Arc.

Los datos mas interesantes que arrojo este trabajo se pueden resumir en lo siguiente:
después de una conducta exploratoria las células piramidales del CAl, CA3 y la
corteza parietal expresaron la proteina Arc desde los 30 minutos después de la
exploracion; 3 horas después la proporcion de células con Arc estaba en niveles
basales; en el punto temporal de 1 hora, las células que expresaron la proteina Arc
igualaron a la proporcion de células que expresaron el ARNm, este Ultimo en respuesta
a la segunda exploracion. Sorprendentemente, a las 8 y 24 horas, un subgrupo de las
neuronas piramidales del CAl, CA3 y la corteza parietal, de las originalmente
activadas por la conducta exploratoria, present6 una reactivacion de la expresion de la
proteina de Arc.

En el GD las células granulares respondieron a la exploracion en una proporcion de =+
2%, lo que representa un orden de magnitud por debajo de la proporcion observada en
las regiones de células piramidales (20% en CA3 y 40% en CA1) que expresaron Arc
en respuesta a la misma conducta. Ademas, la expresion de Arc en el citoplasma se
observé desde los 30 minutos y se mantuvo estable al menos por ocho horas.

Un punto que se debe destacar es que los animales fueron sometidos a dos
exploraciones, por ello es dificil saber porqué el ARNm de Arc y su proteina
permanecen por un periodo de 8 horas arriba de sus niveles basales, pues no se puede
distinguir si la respuesta prolongada se debi6 a la primera exploracion o la segunda.



Una manera en la que se resolvio este problema fue disefiando una estrategia
experimental que implicara una sola exploracion, con el proposito de caracterizar la
presencia sostenida de Arc en el giro dentado; y asi identificar si se trata de un solo
evento transcripcional o de muchos a través del tiempo. Para resolver el problema de la
caracterizacion temporal de Arc, se sintetizd la sonda del ARN utilizando un templado
de ADN, y se utilizaron plasmidos que contenian secuencias de ADN, que detectan el
ARNmM y el intron (el ARN en el nacleo que contiene los intrones y los exones) de
manera independiente. Con la metodologia descrita se pudo garantizar la presencia
temprana del transcrito de Arc en el nacleo (como dos focos de expresion, que
representan los dos alelos del gen), y asi pudimos distinguirla de la presencia de Arc en
el citoplasma de la célula, la cual sabemos ocurre después de 30 minutos
(Vazdarjanova, McNaughton, Barnes, Worley y Guzowski. 2002). Como resultado se
identificaron a las células que expresaron tanto el intron (en el ndcleo, como
trascripcion reciente) como la sonda completa de Arc (en el citoplasma, como la
trascripcion tardia); también se cuantificaron los marcajes individuales (nucleico y
citoplasmético) por separado (Figura 6). Finalmente, se analizaron los tejidos de los
diferentes grupos experimentales (5, 30, 120, 360, 480, 720 y 1440 minutos), para
determinar si las células granulares presentan, o no, trascripcion de Arc a lo largo del
tiempo y cuénto tiempo dura este evento. Con este experimento se sugirieron dos
posibilidades del porque Arc se mantiene por un periodo tan largo en las células
granulares después de la exploracion: a) EI ARNm de Arc tiene una vida larga en el
GD a diferencia de las otras estructuras en donde se degrada rapidamente; o, b) El

ARNM de Arc se transcribe de manera continua o sostenida por 8 horas.



Figura 6. Fotografia con microscopio confocal a 40x. Seccion de un giro dentado perteneciente a
una rata que exploré una sola vez por 5 minutos y se sacrificd 30 minutos después. El nicleo de
las células se aprecia en color azul, marcado con TO-PRO-3; la deteccion de Arc, tanto en el
ARNM en el citoplasma como en el ndcleo, se observa de color verde, y la sonda del intrén de
Arc se observa como dos puntos rojos en el nicleo (se observan regularmente en color amarillo
debido a la co-localizacién del intrén de Arc y de la sonda completa). Las células que expresan
Arc en el citoplasma y en el ntcleo (como la célula que muestra la flecha) se clasifican como Arc
doble. Pocas células muestran sélo tincidn citoplasmica (ver cabeza de flecha) y son clasificadas
como Arc citoplasmico.

Los 3 resultados principales que se encontraron en el giro dentado, después de una sola
conducta exploratoria, fueron: 1) aproximadamente 2% de las neuronas expresan Arc (lo
que coincide con los trabajos previos), de esa poblacion al menos el 50% de las células
que expresaron Arc presentan tanto el intrén del ARN de Arc (en el nacleo), como el
ARNmM maduro (en el citoplasma). 2) el porcentaje de actividad se mantuvo en los grupos
de 5, 30, 120, 360 y 480 minutos, mientras que para los grupos de 720 y 1440 minutos el
porcentaje de actividad era parecido al de los controles. 3) en todos los grupos
experimentales se encontrd poblacion neuronal que expresaba Arc en el ndcleo, por lo
que se sugeria fuertemente que este gen se transcribe de manera constante en estas

células.






JUSTIFICACION

La intencion de la presente tesis fue generar una estrategia que nos permitiera corroborar
nuestros resultados previos, que sugieren que la razon por la cual en el giro dentado Arc
se mantiene transcribiéndose por méas de 8 horas después de la exploracion espacial, se
debe a un mecanismo celular de transcripcion sostenida. Dicha estrategia consistio en el
uso de un inhibidor de la transcripcion, la actinomicina D, que es un antibidtico
polipeptidico, aislado de bacterias de suelo, del género Streptomyces. La actinomicina D
ha sido utilizada principalmente como herramienta de investigacion en biologia celular
para inhibir la transcripcion. Esta inhibicién la logra uniéndose al ADN en el complejo de
iniciacion de la transcripcion, evitando la elongacion de la cadena de ARN por la ARN
polimerasa. En este experimento utilizamos la actinomicina D antes y después de la

exploracion de un ambiente novedoso, para bloquear la transcripcion de Arc.

Entender el mecanismo mediante el cual el sistema garantiza la presencia de Arc en las
células del GD es importante para comprender los eventos celulares que subyacen la
consolidacion de la memoria, ya que se ha sugerido que la presencia sostenida de Arc
participa en los cambios plasticos en las sinapsis de las células que formaran parte de los

ensambles de memoria a largo plazo (Bramham y Messaoudi, 2005).

HIPOTESIS:

1. El efecto inhibitorio de la actinomicina D en la transcripcion de Arc durard

aproximadamente 2 horas, como lo reportado en la literatura.

2. La administracién de actinomicina D inmediatamente después de la exploracién de un

ambiente novedoso, inhibira la transcripcion sostenida de Arc hasta por 8 horas.

OBJETIVO GENERAL



Dilucidar si la expresion prolongada del gen Arc (inducido por la conducta de
exploracion de un ambiente) se debe a un mecanismo de transcripcion sostenida,

mediante la administracién de un farmaco (actinomicina D) que inhibe la transcripcion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar una estrategia farmacoldgica para la administracion efectiva del inhibidor

transcripcional actinomicina D.

Realizar cirugias en ratas para colocar canulas en el ventriculo lateral derecho y

administrar la actinomicina D via intraventricular.

Estandarizar la dosis y la temporalidad del farmaco actinomicina D, para generar una

inhibicidn transcripcional efectiva al 90%.

Administrar la actinomicina D en el ventriculo lateral derecho de ratas antes de que

exploren un ambiente, para impedir el inicio de la transcripcion de Arc.

Administrar la actinomicina D en el ventriculo lateral derecho de ratas después de que

exploren un ambiente, para inhibir la transcripcion sostenida de Arc.



ANIMALES, MATERIAL Y METODO

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos bioéticos del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México para el uso
de animales experimentales, de acuerdo con las normas estipuladas en la “Guide for care

and use of laboratory animals” del NIH (1996).

Animales. Se utilizaron 34 ratas macho de la cepa Wistar de 4 meses de edad, con un
peso aproximado de 400-500 gr. Separadas individualmente y sometidas a un ciclo
invertido de luz-oscuridad de 12 hrs.

Desde su traslado del bioterio al laboratorio, los animales fueron manipulados
diariamente. La manipulacion consistia en retirarlas de su caja habitacion, tomarlas con
una toalla blanca, sujetarla y sostenerla por periodos de tiempo no mayores de 2 minutos.
Lo anterior se realizO para acostumbrar a los animales a la manipulacién del
experimentador y para eliminar las variables asociadas a ésta. Se realizaron todos los
esfuerzos posibles para minimizar el nimero de animales y su sufrimiento durante los

procedimientos quirdrgicos.

Materiales y Métodos

Conducta de exploracion

Los animales que fueron sometidos a la exploracion de un ambiente novedoso, fueron
colocados por un periodo de 5 minutos dentro de una caja cuadrada de 65x65 cm, hecha
de acrilico transparente, la caja estaba forrada por fuera y esté dividida en 9 cuadrantes
equidistantes. Esta caja 0 campo abierto de exploracion, estaba colocada en un cuarto con
iluminacion tenue. Para realizar este procedimiento, los animales fueron retirados de sus
cajas habitacién, tomados con una toalla blanca y trasladados al cuarto contiguo donde se
encontraba el campo abierto; una vez dentro de campo abierto, se sometié al animal a una
exploracion forzada, dejandolo 15 segundos en cada cuadrante, para garantizar que

recorriera toda la caja, hasta que se cumplieran los 5 minutos.



Administracion intraperitoneal de actinomicina D
Despueés de 7 dias de habituar a las ratas a la manipulacion asociada a la administracién
de la droga, los animales fueron tratados con actinomicina D mediante una inyeccion

intraperitoneal con la siguiente dosis: 3.5 mg en 1 ml de de NaCl al 0.9% pH 7.

Cirugia esterotaxica para canulacion en ventriculo lateral derecho

Este procedimiento primero se realizd con un solo animal, con la finalidad de probar las
coordenadas para la futura administracion de actinomicina D intraventricular (la
administracion intraparenquimal no fue efectiva). Una vez realizado el procedimiento
dicho piloto, 31 ratas fueron operadas.

Para el procedimiento de canulacion, se utilizo como anestésico 3 ml de xilacina (6
mg/kg) y ketamina (70 mg/kg). La medida de la canula fue de 12 mm, 4 mm quedaron
intracraneal y 8 mm quedaron externos al craneo; el inyector se construyo de 12.5 mm.

Las coordenadas para canular el ventriculo lateral derecho fueron las siguientes:

Coordenadas
Antero-Posterior -0.92 mm
Lateral -1.5 mm
Dorso-Ventral -4 mm

Tabla 1. Coordenadas para realizar la canulacion en el ventriculo lateral derecho.
(Obtenidas de Paxinos y Watson, 1998)

Figura 7. Fotografias del procedimiento de canulacion. En la imagen de la derecha se observan dos ratas
en el estereotaxico. A la izquierda, un animal con la incision hecha, se observa el craneo descubierto y
limpio, con el tornillo inserto en el hemisferio izquierdo.

Administracién intraventricular de la actinomicina D



La administracion del tratamiento intraventricular unilateral con actinomicina D, se llevo
a cabo bajo los siguientes parametros: concentracion del farmaco de 6.8 pg/ 1 pL; tasa
de inyeccion de 2 ul/ 1 min (por 5minutos); recibiendo un total de 68 pg actinomicina
D en 10 pl NaCl al 0.9 % pH 7.

En el caso de los animales que recibieron vehiculo en lugar de actinomicina D, la tasa de

inyeccion fue la misma, recibiendo un total de 10 ul de NaCl al 0.9 % pH 7.

Sacrificio
Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion

Obtencion y procesamiento de los tejidos cerebrales

Después de la decapitacion, los cerebros se extrajeron rapidamente, se colocaron en un
molde de plastico de PVC, el cual se sumergié en una solucién de 2-methly-butano,
enfriada a -30°C mediante un bafio en alcohol etilico y hielo seco. Los cerebros se
almacenaron en un congelador a -70°C. Posteriormente fueron seccionados con el uso de
una matriz de seccion para tejido de 2.7 cm por 2.5 cm de éarea interior (electron
microscope sciences). Se selecciond sélo el hemisferio izquierdo por cada animal (las
comparaciones de la expresion inter-hemisféricas no mostraron resultados
estadisticamente significativos), partiendo desde la mitad del fornix hasta el final de la
corteza entorrinal, se utilizé como referencia el limite entre la corteza y el cerebelo. El
procedimiento con la matriz fue el siguiente: se colocé la primera navaja en el limite de la
corteza y el cerebelo; la segunda, 2 mm anterior a la primera; y la tercera 8 mm, anterior
en relacion a la segunda (Figura 8-A). De esta manera, todas las hemisecciones de cada
uno de los animales, presentaron una altura semejante de corte (0.5 mm). Ademas, para
garantizar la mejor equidistancia posible en la altura antero-posterior, se colocaron los
cerebros en el molde de plastico con la parte posterior en la base del molde, ya que esta
region era la mas equidistante posible. De esta forma, en un molde de plastico se
colocaron los hemi-cerebros de un animal de cada grupo (es decir, 8 hemi-secciones en
cada molde). Los tejidos situados en el molde fueron cubiertos con

Tissue tek OCT, que consiste en una solucion de glicoles solubles en agua y compuestos

resinosos que proveen una matriz a los especimenes para seccionado criostatico a



temperaturas de -10°C o menores (Figura 8-B). Como resultado se formaron cuatro
bloques que contenian 8 muestras, una de cada grupo experimental.

Con el uso de un criostato Leica 1850 a + -18 °C se seccionaron los bloques con los
cerebros a 20 um de grosor (Figura 8-C). Cada seccion se montd en una laminilla
(Superfrost VWR). De esta manera cada laminilla contenia 8 hemi-secciones que
pertenecian a cada uno de los animales de los diferentes grupos, lo cual es muy
importante, ya que permite reducir la variabilidad de la tincién entre los animales de los
distintos grupos. La variabilidad que se observa en la tincion entre las diferentes
laminillas, aun cuando son tefiidas todas al mismo tiempo, puede afectar la interpretacion
de los resultados, por ello cada animal se compara con su propio control (ver
procedimiento de imagenologia confocal descrito més adelante), el cual es colocado en el
mismo bloque. Los tejidos montados en las laminillas se dejaron secar y se almacenaron
en cajas oscuras y herméticas (para evitar la entrada de luz y humedad en el tejido).
Finalmente, fueron almacenados a -70 °C hasta que se efectud el procedimiento
histolégico.

Figura 8. Fotografias del procedimiento para la construccion del bloque; cada bloque contiene
un hemi-cerebro de cada grupo experimental (8 cerebros). En A se muestra como se corta un
cerebro en la matriz de seccion; en B se observan los hemi-cerebros montados en un molde con
una base de “Tissue tek OCT”; en C se muestra el bloque de hemi-cerebros montado en el
criostato, donde se aprecia un corte listo para montar en la laminilla.

Histologia



Los cerebros fueron procesados para hibridacion in situ fluorescente, para detectar tanto
el intrén de Arc (trascrito reciente), como el gen completo de Arc en el citoplasma
(transcrito tardio). Se realizé la sintesis de la sonda de ARN utilizando un molde de ADN
obtenido de un plasmido disefiado en los laboratorios del Dr. Paul Worley (Universidad
Johns Hopkins, Baltimore) y del Dr. John Guzowski ( Universidad de California, Irvine).

Del hipocampo se seleccionaron de 4-6 tejidos adyacentes por blogue y se colocaron en
rejillas de plastico para el tren de tincion (Tissue Tek slide staining set Sakura). Los
tejidos fueron fijados en 4% de paraformaldehido (pH 7.4), después se colocaron en una
solucién de acético anhidrido (1.25 ml de acético anhidrido SIGMA, 3.7 ml de
trietanolamina SIGMA, 2.3 g de NaCl SIGMA en 250 ml de agua DEPC SIGMA).
Posteriormente los tejidos se lavaron con 2XSSC (dilucion 1:10 en agua DEPC de la
solucidén 20xSSC SIGMA) y después se colocaron en una solucién de acetona y metanol
(50% de cada uno a -20°C), al terminar se lavaron una vez mas con 2XSSC. Después, se
incubaron en una cadmara hermética con papel secante humedecido con 50% de
formamida en 1XSSC, la camara contenia una solucion de buffer de pre-hibridacion
(SIGMA), vy se dejo reposar por 30 minutos. Una vez pre-hibridados, los tejidos fueron
incubados (en la misma cdmara) con las sondas diluidas (300 ng de sonda por cada 100 pl
de buffer de hibridacion) en el buffer de hibridacion (SIGMA), se vertio entre 95y 110 ul
de esta solucidn por cada laminilla y finalmente, se coloco un cubre objetos. La caAmara
de incubacion con las laminillas fue colocada en un horno de hibridacion a 56°C por un
periodo de entre 16 y 18 horas. Después de esto, las muestras se lavaron en 3 ocasiones
con 2XSSC y RNAsa A en 1XSSC para deshacerse del resto de la sonda no hibridada
Una vez lavado el tejido se procedid a incubarlo por 24 horas, con un anticuerpo
peroxidado (Roche) dirigido contra digoxigenina (para la sonda completa de Arc).
Después se realizo la deteccion con un sistema TSA de amplificacion fluorescente Cy3
(para el intron); la deteccion del segundo ARNm (la sonda completa) se hizo incubando
este mismo tejido con un anticuerpo dirigido a fluoresceina y revelado con el mismo
sistema de fluorescencia usando un fluorocromo diferente, como FITC. Los ndcleos de
las células se tifieron con el marcador de ADN DAPI (Molecular Probes®). Los tejidos
fueron cubiertos con Vectashield® para proteger la fluorescencia y se coloc6 un



cubreobjetos. Exteriormente, los bordes del cubreobjetos se fijaron con barniz de ufas

transparente.

Microscopia confocal

Se utiliz6 un microscopio confocal Zeiss LSM meta 510 para capturar las imagenes
confocales. El objetivo empleado fue de 40x, con 1 unidad Airy para calcular la apertura
del diafragma confocal o "pinhole™ para todos los casos. Todas las im&genes se tomaron
con el panorama mas amplio del objetivo 40x, utilizando el plano Z desde lo més
profundo de la tincion hasta lo mas superficial. De esta manera se obtienen apilados de
imagenes que en promedio tienen un grosor de +18 um y consisten de un total
aproximado de 50 iméagenes a lo largo de los diferentes planos de la muestra, cada una
con aproximadamente 430 nm de grosor y una zona de traslape del 25%. Para la captura
de los apilados de imagenes se utilizaron 3 laseres con los que se excitaron de manera
independiente cada uno de los fluoréforos, utilizando el sistema multitrack. Para detectar
el intron de Arc, el cual se visualiza en rojo, se excita Cy3 con el DPSS de 561 nm vy se
utilizé un filtro dicroico de 575-615 nm; para detectar la sonda completa de Arc, la cual
se visualiza en verde, se excitd FITC con el argon de 488 nm, utilizando un filtro dicroico
de paso alto de 505 nm; finalmente, para detectar la tincion nuclear, la cual se visualiza
en azul, se excité DAPI con el HeNe de 633 nm utilizando un filtro dicroico de 640-693
nm. La definicién de los parametros de captura de los apilados (el poder del laser, la
ganancia y el contraste confocal u "offset"), se establecié en el tejido de los animales
controles, que como se explicd previamente, cada laminilla cuenta con un tejido de un

animal control méas uno de cada grupo experimental.

Analisis de imagenes

Para realizar la clasificacion de las células, se utilizaron los apilados de imagenes
confocales. Con el uso de reglas de inclusidn, basadas en la determinacion de los planos
medios de la imagen, se identificaron las unidades neuronales que tienden a estar
completas en todo el grosor (~18 um) del tejido, estas reglas también permiten evitar el
sesgo en la inclusion de unidades por su tamafio, mediante la inclusion de todas las

unidades que se encuentren en los planos medios, y se excluyen las unidades gliales, las



cuales se identifican por sus caracteristicas en tamafio y por una tincion distinta (opaca y
homogénea) en la superficie. La clasificacion de las células se hizo de la siguiente
manera: Arc nuclear positiva, aquellas solamente presentan tincién del intron de Arc en el
nucleo; Arc citoplasmico positivo, como aquella que exclusivamente presenta tincion de
la sonda completa de Arc alrededor del nlcleo; y Arc doble, como aquellas en las que
coinciden las dos clasificaciones definidas previamente.

La clasificacion se realiz6 con los apilados de imagenes, el conteo final para cada GD
completo se realizo utilizando la imagen de la reconstruccion (se realiza empalmando la
sucesion de fotografias que conforman banda superior de un GD), y se descartaron las
células que aparecieron en el area de traslape con la imagen consecutiva en la
reconstruccion. De esta manera, las reconstrucciones se usaron como referencia para la
cuantificacion del nimero de células en las diferentes clasificaciones y permitieron
estimar el nimero total de células granulares por unidad de volumen. Estas estimaciones
se realizaron utilizando los datos obtenidos por conteos exhaustivos previos (hechos en
200 iméagenes confocales de células granulares del GD de animales adultos maduros)
(Rosi, et al. 2005; Ramirez-Amaya, et al. 2005). EIl procedimiento consiste en medir el
area de la banda de células granulares en la reconstruccion y calcular el volumen,
utilizando el dato de grosor obtenido en los apilados de imagenes confocales. Para lo

anterior, se utiliza la siguiente formula para la estimacion del namero de células:

p
Ap % (N/A)

100 4

Donde P es el nimero de neuronas Arc positivas; Ap es el area en um? de la banda de
células granulares del giro dentado medida en la imagen reconstruida; N es el nimero
total de células que se obtienen en imagenes de 40x tomadas a lo largo de los planos Z
(tomado de los conteos previos); y A es el area total en um?2 de cada una de las iméagenes
tomadas de los planos medios de los apilados de imagenes confocales del GD.

Para el analisis que se presenta en este trabajo Unicamente se considerd la banda superior,
ya que esta es la que responde principalmente a la exploracion espacial expresando Arc
(Chawla, et al. 2005; Ramirez-Amaya, et al. 2005). Todo el andlisis que se describio



previamente se realiz6 mediante el uso del sistema Metamorph y las reconstrucciones se

hicieron con el uso de Adobe Photoshop.

Cuantificacion y analisis estadistico

Se obtuvo el estimado de células granulares incluidas en el estudio de cada animal y
también el nimero de células con Arc en el citoplasma (completo), Arc en el nicleo
(intron) y las doble marcadas (citoplasmatico y nuclear). Del total de células granulares y
de las células clasificadas para cada condicion (sumando todas las imagenes analizadas
por animal) se calculd la proporcién de células para cada clasificacion por animal. A
estos datos se les aplico un “ANOVA” de una via y también la prueba posthoc
Bonferroni, que corrige para comparaciones multiples. Aunque la N de cada grupo es de
2, los estudios en los que se usa el anélisis “catFISH”, la variabilidad se reduce con la
inclusion de un mayor nimero de unidades celulares, mas que con el incremento en la N

de animales.

Protocolos

Piloto 1

Actinomicina D intraperintoneal

Los animales sometidos a este procedimiento (n=8) fueron habituados por 7 dias
consecutivos a la manipulacién asociada a la administracion de la droga. Posterior a la
habituacion, se formaron grupos experimentales que incluyeron animales con el
tratamiento intraperitoneal de actinomicina D antes de la exploracion del ambiente y
otros que recibieron el tratamiento intraperitoneal de actinomicina D después de haber
explorado, asi mismo se incluyeron animales intactos y animales controles (sin
tratamiento) a los que s6lo se les permitio explorar, lo que resulté en los siguientes

grupos:

2 ratas intactas
2 ratas s6lo con conducta de exploracion

2 ratas con actinomicina D (10 minutos) previa a la exploracion



2 ratas con actinomicina D (10 minutos) posterior a la exploracion

Posterior a la conducta de exploracién todos los animales fueron sacrificados pasados 30
minutos exceptuando a los 2 animales controles intactos, los cuales se sacrificaron el
mismo dia en horarios similares a los grupos con tratamiento. Una vez realizado el
procedimiento de extraccion y procesamiento de los tejidos, éstos recibieron tratamiento

histologico de hibridacion in situ para la identificacion del gen Arc.

Piloto 2

Cirugia de canulacién en el ventriculo lateral derecho

Este piloto se realiz6 con la finalidad de identificar las coordenadas para el procedimiento
quirtrgico de canulacion en el ventriculo lateral derecho. Una vez cauterizada la herida (1
semana después) inyectamos azul de pontamina como marcador para identificar la
difusion de la solucion a través del ventriculo. Probamos con esta estrategia para la futura
administracién de actinomicina D via intraventricular, debido a que con la dosis
empleada no tuvo ningun efecto aplicada via intraperitoneal. El piloto incluy6 un dnico
animal (peso de 520 gr), el cual fue sacrificado una vez pasados 20 minutos terminada la
inyeccion con del marcador. El tejido fue procesado como se describe en el método;
posteriormente fue seccionado y rebanado para identificar si la lesion de la canula estaba
en el sitio correcto y también para observar la difusion del liquido administrado coloreado

en azul.

Piloto 3

Actinomicina intraventricular

Este experimento piloto se llevo a cabo para probar con la nueva via de administracién
(intraventricular) la efectividad de la actinomicina D en la inhibicion de la transcripcion
de Arc (N total =8). Unos grupos experimentales recibieron la actinomicina D antes de la
exploracion del ambiente (15 minutos o 1 hora antes) y otros inmediatamente después.
Ademas de los grupos experimentales con tratamiento de actinomicina D, se afiadié un
animal intacto como control (s6lo habituado a la manipulacién), y otro animal que

Unicamente explord. La n de cada grupo se especifica abajo:



1 rata intacta

1 rata s6lo con conducta de exploracién (sin tratamiento)

2 ratas con actinomicina D 1 hora antes de la exploracién

2 ratas con actinomicina D 15 minutos antes de la exploracién

2 ratas con actinomicina D inmediatamente después de la exploracion

De los animales que recibieron la actinomicina D antes de que exploraran el campo
abierto, 3 fueron sacrificados inmediatamente después de la exploracion (los 2 con
actinomicina D administrada 1 hora antes y un animal del grupo de 15 minutos antes), el
otro animal (con tratamiento 15 minutos antes de la exploracion) se sacrificé 30 minutos
después de haber explorado. Los dos animales a los que se les administré la actinomicina
D después de la exploracion fueron sacrificados 2 horas después de la misma. Los tejidos
fueron obtenidos y procesados segun el método (arriba descrito) para recibir tratamiento
histologico para la deteccion de Arc mediante hibridacion in situ.

Experimento 1

¢La administracion de actinomicina D previa a la exploracién de un ambiente puede
impedir el inicio de la transcripcion de Arc?

Este experimento se disefid para inhibir la transcripcion de Arc mediante la
administracion intraventricular de actinomicina D. El procedimiento (N total=11, cada
grupo n=2) consistio en la administracion del farmaco a diferentes tiempohs (15, 60 0 120
minutos) previos a la exploracion del ambiente novedoso, posterior a los 5 minutos de
exploracion los animales fueron sacrificados. Como control se utilizaron grupos a los que
se les administré vehiculo (solucién salina) y que también fueron expuestos a la
exploracion del campo abierto y sacrificados a los mismos tiempos que los que recibieron
actinomicina D; otras dos ratas fueron sacrificadas el mismo dia y a horas similares que
los grupos que recibieron tratamiento farmacoldgico, estos animales se utilizaron como

controles intactos (Figura 9).
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Figura 9. Cronograma del experimento 1 en el que se muestra la secuencia del procedimiento:
tratamiento con actinomicina D o vehiculo, intervalo temporal de 15 minutos, 1 hora o 2 horas,
segun el animal; estimulaciéon conductual por 5 minutos en campo abierto, e inmediatamente
después el sacrificio

Con los cerebros de los animales se elaboraron 2 bloques (ver procedimiento en el
método de obtencion y procesamiento de tejidos), uno con 5 hemi-cerebros que incluia:
los tres puntos temporales con actinomicina D (15, 60 y 120 minutos), un vehiculo (60
minutos) y un control intacto. El segundo bloque incluyd 6 hemi-cerebros, 3 de los
grupos experimentales con actinomicina D (15, 60 y 120 minutos), dos de vehiculos (15 y
120 minutos) y uno de un control intacto. Los tejidos obtenidos fueron procesados para

hibridacion in situ para la identificacion de Arc.

Experimento 2

¢La administracién de actinomicina D después de la exploracion de un ambiente
puede inhibir la transcripcidn sostenida de Arc?

En este experimento se administré actinomicina D intraventricularmente a ratas que
previamente habian explorado un ambiente novedoso, con la finalidad de ver los efectos
de la actinomicina D en la transcripcion sostenida de Arc. EIl procedimiento fue el
siguiente: la ratas (N total=16, cada grupo n=2) fueron habituadas a la manipulacion
asociada con el procedimiento de exploracién (ver método de conducta de exploracion)
durante una semana. El dia del experimento fueron sometidas a la conducta de
exploracion e inmediatamente después se les administré actinomicina D o vehiculo
(segun el grupo experimental) y fueron sacrificadas a diferentes tiempos (30, 120 0 480
minutos después); otros 2 animales fueron sometidos a la exploracion pero no se les

administré ningun tratamiento y se utilizaron como controles con actividad. Finalmente,



otras dos 2 ratas se sacrificaron sin recibir tratamiento ni exploracion, las cuales sirvieron
como controles intactos. Al final resultaron 8 grupos experimentales: 3 grupos con
actinomicina D (uno sacrificado 30 minutos después, otro a los 120 minutos y otro 480
minutos después); 3 grupos con vehiculo sacrificados a los mismos tiempos que los que
recibieron actinomicina D; 1 grupo al que Unicamente se le someti6 a la exploracion, y
finalmente 1 grupo como control intacto (Figura 10).
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Figura 10. Se muestra la secuencia del procedimiento del experimento 2: estimulaciéon conductual
en campo abierto durante 5 minutos, seguido del tratamiento con actinomicina D o vehiculo; y
finalmente, segln el animal, el sacrificio después de 30 minutos, 2 horas u 8 horas.

Con los cerebros de estos grupos experimentales se formaron 2 bloques (ver
procedimiento de obtencion y procesamiento de tejidos), cada uno con 8 hemi-cerebros,
uno de cada grupo experimental (3 con actinomicina y 3 con vehiculo) mas dos controles
sin tratamiento (uno que sdlo explord y el otro intacto). Los tejidos fueron sometidos a un
proceso histolégico de hibridacion in situ para la identificacion de Arc.



RESULTADOS

Piloto 1

Actinomicina D intraperintoneal

Después de procesar las laminillas para hibridacion in situ fluorescente, la observacion de
los tejidos realizada con microscopio de fluorescencia, no reveld diferencias en la tincion
histolégica entre los diferentes grupos, aungque nos fue claro que también habia mucho
ruido de fondo. Posteriormente, con el uso del microscopio confocal se observo que todos
los grupos, incluyendo los de los animales tratados con actinomicina D, presentaron
evidencia notable de transcripcion de Arc, exceptuando los animales sin exploracion. Por
lo que dedujimos que la administracion de actinomicina D por via intraperitoneal, dados
los tiempos, la dosis empleada y el tiempo de administracion no fueron efectivos para
inhibir la transcripcion de Arc inducida por la conducta. De esta manera consideramos
que la dosis para inhibir la transcripcién tendria que ser mas elevada o bien, que el tiempo
para que la droga tuviera un efecto habria de prolongarse. Ambas circunstancias
representaban un problema para el proposito de nuestro proyecto. Incrementar el tiempo
impediria estudiar condiciones en las que ya se indujo la transcripcion y en las cuales
quisiéramos bloquear exclusivamente la transcripcion reciente, dado que la ventana
temporal de efecto de la actinomicina D seria muy amplia. Por otra parte, el hecho de que
la dosis de actinomicina D tuviera que incrementarse, representaba un problema ya que la

disponibilidad de la actinomicina D comercial es baja y el costo es muy alto.

Piloto 2

Cirugia de canulacion en el ventriculo lateral derecho

Dada la experiencia con la administracion intraperitoneal, decidimos intentar administrar
la actinomicina D intraventricularmente, para ello implantamos cénulas en el ventriculo
lateral derecho y evaluamos la efectividad de la administracién por esa via, mediante la
administracion e identificacion de una solucién de color que pudiera ser trazada.

Como se puede apreciar en la Figura 11, de manera visual pudimos comprobar que la

canula insertada mediante dicho procedimiento fue efectiva. El azul de pontamina que



administramos en el ventriculo, nos permiti6 observar mas detalladamente que este

método es efectivo para difundir nuestro farmaco (actinomicina D).

—

Figura 11. Fotografia de un corte coronal de encéfalo de rata montado en “Tissue tek OCT®”. Se
pueden apreciar los ventriculos laterales coloreados con azul de pontamina, debido a la
administracion del colorante en el ventriculo lateral derecho, también se observa la lesion
provocada por la canula.

Piloto 3

Actinomicina intraventricular

El piloto 3 nos mostré que la via de administracion y la dosis del farmaco fueron
efectivas. También se obtuvieron los parametros temporales en los que la droga comienza
a tener efecto. En la tabla 2 se agruparon los grupos experimentales, que en su mayoria
no presentaron actividad transcripcional de Arc. En esa misma tabla se presenta la
evaluacion de la temporalidad de la droga.

Actinomicina D 1hr antes. Presenta poco Arc intrén A la 1:06 min decae ligeramente
Sacrificio inmediato post el efecto de la actinomicina
exploracién

Actinomicina 15min No presenta Arc intréon A los 20 minutos ya hay efecto de
antes/sacrificio inmediato post la actinomicina D

exploracién

Actinomicina 15min No presenta Arc intréon A los 50 minutos hay efecto de la
antes/sacrificio 30min después actinomicina

Actinomicina después de la No presenta Arc intréon A las 2hr efecto actinomicina vs.
exploracién/sacrificio 2hr. poco efecto esperado

Después

Control con exploracién Presenta Arcintron | —-mmemmmemmeee-

Control sin exploracion No presente Arc intron | —emmmmememeeeen

Tabla 2. Grupos experimentales, separados por tipo de procedimiento (columna 1), nivel de actividad
(columna 2) y resultado (columna 3). Los grupos que recibieron actinomicina D (antes o después de
explorar) no presentaron actividad de Arc, s6lo el grupo control mostré actividad.

Los grupos experimentales con actinimicina D, no presentaron transcripcion de Arc, salvo

en el caso del grupo experimental con actinomicina D 1hr antes de explorar, que presento



pocas células expresando Arc (esto se obtuvo con conteos no exhaustivos), lo que nos
proporciond informacion de la posible curva dosis-efecto del farmaco. Al parecer, los
efectos de la droga a la hora de su aplicacion, comienzan a verse abatidos. Asi mismo, el
grupo con actinomicina D 15 minutos antes de explorar, no presentd expresion de Arc en lo
absoluto, lo que sugeria que el farmaco disminuia considerablemente la transcripcion

desde poco tiempo después de haberse aplicado.

Aungue los datos anteriores no fueron analizados estadisticamente, los conteos
preliminares nos permitieron delimitar una ventana temporal de entre 20 minutos y 1 hora
en la que se observa el mayor efecto. Y con estos resultados procedimos a realizar los 2
experimentos principales. El primero, disefiado para evaluar la curva temporal del efecto de
la actinomicina D (aplicandola antes de la exploracion), y otro, para ver su efecto en la
trascripcion sostenida del gen expresion inmediata Arc (aplicandola después de la

exploracion, es decir, una vez iniciada la transcripcién de Arc inducida por la conducta.

Experimento 1

¢La administracion de actinomicina D previa a la exploracion de un ambiente puede

impedir el inicio de la transcripcion de Arc?

Como resultado del procesamiento de los tejidos, se obtuvieron 140 laminillas, de las
cuales, se fueron seleccionando grupos de 8 laminillas para el procedimiento histolégico (2

laminillas para cada bloque, ver descripcion en el método).

Se capturaron 288 imagenes con microscopia confocal de los diferentes grupos
experimentales. Con el analisis de la imagenes de la region de CA1l, se realizaron los
conteos de células Arc positivas (ver método de cuantificacion y andlisis estadistico) para

cada condicion experimental.



Figura 12. Fotografias con microscopia confocal a 40x. En color azul se identifican los ndcleos de
las neuronas (marcados con DAPI) y en color verde se identifica el transcrito temprano de Arc
(marcado con FITCI). En la imagen de la izquierda se observa un segmento de CAl
correspondiente a un animal con vehiculo 1 hora antes de la estimulacién conductual. En la imagen
de la derecha se muestra un segmento de CA1 correspondiente a un animal con actinomicna D 1
hora antes de la estimulacién conductual.

Figura 13. Fotografias con microscopia confocal a 40x. En color azul se identifican los nicleos de
las neuronas (marcados con DAPI) y en color verde se identifica el transcrito temprano de Arc
(marcado con FITCI). La imagen de la izquierda muestra un segmento de CA1 que corresponde a
un animal que recibié vehiculo 15 minutos antes de la estimulacién conductual. En la imagen de la
derecha se muestra una fotografia que pertenece a un animal que recibié actinomicina D 15
minutos antes de la estimulacion conductual, se puede observar que hay menos actividad de Arc que
en laimagen de la izquierda.

El andlisis estadistico realizado mostré que la actinomicina D, administrada previa a la
exploracion de un ambiente novedoso, interfiere con el inicio de la transcripcion del gen
Arc en las células piramidales de CALl. EI ANOVA indic6 diferencias significativas (F
4,6 =58.134 p< 0.0001) entre los diferentes grupos. En la Figura 14 podemos observar la
gréafica con los porcentajes totales de células activadas (expresando Arc), para cada grupo

experimental. Como se puede constatar en la Figura 14, el grupo con mayor porcentaje de



células expresando Arc corresponde al que recibié vehiculo (~28% de células expresando
Arc); en segundo lugar, se encuentra el grupo que recibio la actinomicina D 2 horas antes
de la exploracion, con un porcentaje cercano al 14%; el resto de los grupos (actinomicina
1 hora antes y actinomicina 15 minutos antes) mostraron porcentajes muy bajos de
expresion, menores al 6 %, los cuales no resultaron diferentes del porcentaje de expresion
del grupo control (~2.5%). El andlisis post hoc con la prueba de Bonferroni, arrojo
diferencias significativas (por debajo del criterio de p< 0.0001) entre el grupo control y el
grupo que recibié vehiculo. También se encontraron diferencias significativas en las
comparaciones hechas entre los tres grupos que recibieron Actinomicina D (2 horas, 1
hora y 15 minutos antes) y el grupo que recibié vehiculo (p< 0.0004; p< 0.0001 y p<
0.001, respectivamente).
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Figura 14. Distribucion de los porcentajes de células Arc positivas en los diferentes tratamientos.
La actividad del vehiculo esta aproximadamente en un 27%, mientras que en los grupos con
actinomicina D todos estan por debajo del 15%. De manera particular el grupo con actinomicina D
administrada 1 hora antes, presenta un porcentaje de actividad menor al 5%, siendo el mas abatido
en comparacion con los grupos de 15 minutos y 1 hora. Las barras con *son diferentes del control;
las barras con T son diferentes del vehiculo.

Con este analisis se pudo observar que los grupos que fueron tratados con actinomicina

D, entre 15 minutos 1 hora, no tuvieron una proporcion de células con expresion de Arc



que fuera diferente del grupo control; en el caso del grupo que recibié la dosis de
actinomicina 2 horas antes de la exploracion, podemos observar un incremento en la
actividad de Arc, pero que aun es diferente del vehiculo (p=0.0004); en este grupo
también hubo diferencias significativas con el grupo control (p=0.0031), lo que indica
que si bien ya el nimero de células que expresa Arc es estadisticamente diferente de la
condicién sin estimulacion, la transcripcion de Arc no ha regresado todavia a niveles

normales, como la que presenta el grupo que recibi6 vehiculo.

Experimento 2

¢La administracién de actinomicina D después de la exploracion de un ambiente

puede inhibir la transcripcion sostenida de Arc?

Como resultado del procesamiento de los tejidos, se obtuvieron 140 laminillas, de las
cuales, se fueron seleccionando grupos de 8 laminillas para el procedimiento histolégico
(2 laminillas para cada bloque, ver descripcion en el método).

Los resultados histologicos (hibridacion in situ) éptimos para realizar el analisis, se
ejemplifican en la Figura 15. En ella se puede apreciar tanto el transcrito temprano como
el transcrito tardio del ARN de Arc. El transcrito tardio del ARNm (identificado en color
verde), rodea al nacleo (en color azul) de la célula granular. Este transcrito, permite
identificar la expresion de Arc asociada con un evento que ocurrié aproximadamente 30
minutos antes del sacrificio del animal. El transcrito reciente de Arc (visualizado como
dos puntos amarillos, debido a la superposicion entre el verde y el rojo), aun dentro del

nacleo, comenz6 su transcripcion aproximadamente 5 minutos antes del sacrificio.



Figura 15. Fotografia en microscopia confocal con objetivo 40x. En color azul se muestran los ndcleos
celulares (marcados con DAPI), en verde (identificado con FITCI) observamos el transcrito tardio de
Arc. En el centro de la imagen se observa una célula granular del giro dentado expresando en transcrito
temprano (dos puntos amarillos) de Arcy el transcrito tardio (que rodea el nucleo celular).

Se obtuvieron 511 imagenes con microscopia confocal de los diferentes grupos
experimentales de este experimento, con esas imagenes se elaboraron 56 reconstrucciones

(Figura 16) de la banda superior del giro dentado (ver método de analisis de imégenes).

Figura 16. Fotografia con microscopia confocal con 40x. Reconstruccién de la banda superior del
giro dentado, la reconstruccion cuenta con 12 tomas superpuestas de un solo plano. En color azul se

identifican los nucleos de las neuronas (marcado con DAPI), en verde se identifica el transcrito

tardio de Arc (rodeando el nucleo). La imagen corresponde a un animal que recibié actinomicina D
y se sacrifico 8 horas después.



En la Figura 17 se muestran dos grupos experimentales que recibieron el mismo

procedimiento experimental, con la diferencia de haber recibido vehiculo o actinomicina
D.

Figura 17. Fotografias de microscopia confocal con 40x. Secciones del giro dentado, en azul se
observan los nucleos; en color verde el transcrito tardio de Arc (marcado con FITCI). Las
fotografias son de dos animales sacrificados 2 horas después de haber explorado; a la izquierda el
grupo que recibié vehiculo y a la derecha el grupo que se le administré actinomicina D.

El analisis de las imagenes se realiz6 utilizando como guia la reconstruccion de un GD, y
en ella se van colocando los sitios donde se localizaron células activadas (en cada imagen
individual de las que se compone una reconstruccion). En las Figuras 18 y 19 se presentan

dos ejemplos de este analisis.

Figura 18. Ejemplo
del anélisis de una
reconstruccion de
un GD. Se incluye el
conteo de células
activas para cada
condicion: Arc
intron, Arc
citoplasmico (full) y
ambos (subrayados
en rojo). La imagen
corresponde a un
animal con
actinomicina D
sacrificado 8 horas
después.
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se observa un archivo del programa Metamorph, donde se ejemplifica como se obtienen los
conteos. El &rea punteada, en el centro de la imagen, es el perimetro del la regién
analizada; los circulos dentro de ésta, son los sitios en de donde se identificd la célula
activada, (pueden estar en ese plano o en otros mas o menos profundos). Finalmente, los 2
recuadros inferiores que componen la imagen, son los datos que el software proporciona,
como es la medicion de area y los conteos para cada condicion de actividad: Arc s6lo en el
nacleo (arc intrén), Arc sélo en citoplasma (arc full) y la superposicion de ambos (ambos),

los cuales estan subrayados en color rojo.

En la Figura 19 observamos otro archivo de Metamorph, con los conteos de un animal que
recibié vehiculo y fue sacrificado 8 horas después. Podemos observar que el total de células
que se activaron suma 40 (2 arc intrén, 17 arc full y 21 ambos); mientras que en el caso de
la figura 19 que muestra la misma temporalidad en el procedimiento, s6lo que con
actinomicina D, el total de células activas es de 9. Podemos notar una expresién diferencial

de Arc entre los diferentes tratamientos.
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En los analisis estadisticos pudimos constatar las diferencias observadas en los conteos
para los diferentes grupos. El andlisis de actividad total de Arc incluye a todas las células

que presentaron transcripcion de Arc, ya sea intrén, citoplasmico o ambos, para cada



condicion experimental En este analisis se encontraron diferencias significativas con el
ANOVA (F 7,8 = 36.987 p< 0.0001). En la Figura 20 se presenta la grafica donde se
observa que todos los grupos que recibieron vehiculo se comportaron de forma similar al
grupo control que sélo exploré (proporcion de actividad por arriba del 1.75%). Cabe
notar que también el grupo que recibid actinomicina D sacrificado a los 30 minutos
mostrd una proporcion cercana al 1.75%, sin embargo, en la Figura 21 se observa en
detalle el tipo de actividad que presenta este grupo (s6lo transcrito tardio y no
transcripcién de novo). En esta misma Figura, podemos observar que los grupos que
recibieron actinomicina D ya sea 2 u 8 horas antes del sacrificio, detuvieron
significativamente su transcripcion, llegando a niveles muy similares al los del grupo

control intacto (cercano al 4%).
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Figura 20. Distribucién de los porcentajes de células Arc positivas en los diferentes grupos
experimentales. Se puede observar que la expresién de actividad de los grupos con vehiculo
(cercanos al 1.8%) son muy similares a los del grupo control que recibid estimulaciéon conductual
(amarillo), mientras que en los grupos con actinomicina D, todos muestran niveles mas similares
(cercanos al 3.5%) al control sin estimulacion conductual (verde). De manera particular podemos
ver en el grupo con actinomicina D sacrificado 30 minutos después, muestra niveles de actividad
parecidos al control con exploracion.

Los siguientes analisis se realizaron separando cada tipo de transcripcion de Arc (ver
método de cuantificacion), es decir, el transcrito intronico, citoplasméatico o ambos,

para cada condicion experimental. EIl primer analisis refiere al ANOVA realizado para



las comparaciones en la expresion unicamente de Arc intrénico, donde no se
encontraron diferencias significativas entre ningun grupo (Figura 21 en la columna A).
Esto indica que la identificacion del intrén de Arc solo, no cambia en las diferentes

condiciones experimentales.

El siguiente analisis fue el de la proporcion de células que presentaron solo Arc
citopldsmico (columna B de la Figura 21), en el cual se encontraron diferencias
significativas con el ANOVA (F 7,8 = 36.554 p< 0.0001). Todos los grupos que
recibieron vehiculo fueron diferentes del grupo control intacto (porcentajes arriba del
.7%), lo que se comprobd con el analisis post hoc con la prueba de Bonferroni, la cual
mostrd diferencias por debajo del criterio de p< 0.0001 en los grupos con vehiculo de
30 minutos y 8 horas; mientras que para el grupo con vehiculo de 2 horas hubo
diferencias con el criterio de p< 0.0002. En el caso del control intacto y el control con
exploracion (sin ningun tipo de tratamiento) también se encontraron diferencias
significativas (p< 0.0002). De igual forma, los grupos que recibieron actinomicina 2 y
8 horas antes del sacrificio presentaron muy poca actividad, por lo que en el analisis
estadistico no resultaron diferentes al compararlos con el control intacto, pero si
cuando se compararon con el control que explord. En el caso del grupo que recibid
actinomicina D 30 minutos antes del sacrificio, la expresion de Arc en el citoplasma es
muy cercana a los grupos con vehiculo, esto indica que la transcripcion que se inicio
durante la exploracion pudo translocarse al citoplasma, coincidiendo con datos previos
que indican que este proceso toma aproximadamente 30 minutos (Vazdarjanova et al.
2004).
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Figura 21. Distribucion de los porcentajes de células Arc positivas en los diferentes tiempos de
sacrificio y tratamientos. En la columna A se presenta el analisis para la expresion de Arc intrénico,
en la columna B se muestran las proporciones para Arc citoplasmico y en la columna C se presentan
los datos para las células que presentaron ambos transcritos. En A no se observan diferencias
significativas entre los grupos; en B se encontraron diferencias para los grupos con vehiculo,
actinomicina 30 minutos y el control con exploracién, en comparacién con el control; en C sdlo los
grupos con vehiculo y el control con exploracion fueron distintos del control.

Finalmente, en el ANOVA para las células que presentaron simultaneamente Arc intron y
Arc citoplasmatico (transcrito reciente y transcrito tardio, respectivamente), solo se
encontraron diferencias significativas (F 7,8 = 31.919 p< 0.0001) entre los grupos que
recibieron vehiculo y en el control con exploracion, en comparacion con el grupo control
intacto, todas por debajo del criterio de p< 0.0001 (post hoc con Bonferroni). En la Figura
21 (columna C) se puede apreciar la distribucion de los niveles de actividad para cada
condicidn, siendo muy evidente que los grupos con actinomicina D se comportaron como
el control intacto (actividad por debajo del .3%). El grupo que recibi6 actinomicina D 30
minutos antes del sacrificio no es diferente del grupo control intacto, a diferencia del
andlisis anterior (sélo actividad citoplasmica), donde este mismo grupo mostraba

actividad similar a la de los vehiculos. Esto indica que si bien 30 minutos fueron



suficientes para permitir que el transcrito que se indujo durante la conducta se translocara
al citoplasma, la actinomicina D impidié efectivamente que la transcripcion iniciara de
nuevo. En este ultimo analisis se refleja, nuevamente, que las comparaciones del control
con actividad y los grupos con actinomicina D muestran diferencias estadisticas
significativas (todas por debajo de p< 0.0001, por lo que sirvio de manera efectiva
agregar un grupo control que Unicamente recibiera la estimulacion conductual sin ninguln
tratamiento, con la finalidad de comparar la expresion basal del gen con aquellas que

recibieron vehiculo o actinomicina D.

DISCUSION

Acorde con nuestros resultados, podemos resumir los aportes de este trabajo en tres
apartados: 1) corroborar el efecto de la actinomicina D como un inhibidor del inicio del
mecanismo transcripcional en las células granulares del giro dentado; 2) el efecto de la
actinomicina D en el mecanismo de transcripcidn sostenida del gen Arc y 3) las posibles

implicaciones teoricas de los resultados.

El primer apartado involucrd el disefio de una estrategia farmacoldgica para inhibir la
transcripcion del gen Arc en el hipocampo. La estrategia se fue desarrollando
paulatinamente; en un inicio, la administracién fue intraperitoneal y con dosis altas (3.5
mg en 1 ml) debido a la via, pero en los resultados no se observo inhibicion
transcripcional, esto es, en los tiempos y con las dosis administradas, no se observd una
inhibicion significativa de la transcripcion de Arc en el hipocampo (resultados piloto 1).
Por lo que dedujimos que si la actinomicina D efectivamente puede bloquear la
transcripcion administrada intraperitonealmente, las dosis deben ser més altas, o tal vez el
tiempo de administracion debiera de ser mayor, y probablemente el tiempo en el que se
establece el efecto via sistémica también sea méas largo. Una vez que probamos la cirugia



para canular e infundir solucién en el ventriculo lateral (resultados piloto 2), obtuvimos
un primer disefio que incluy6 grupos de animales a los que se les administrd actinomicina
D antes de explorar (15 6 60 minutos) o después de explorar (inmediatamente después).
Con los conteos de este disefio (piloto 3), delimitamos los puntos temporales en los que

se nos permitiria administrar el farmaco y obtener un efecto.

Para concluir este apartado, que incluyd los pilotos 1, 2 y 3, asi como el experimento 1;
podemos decir que la administracion intraventricular de actinomicina D, bajo las
condiciones experimentales descritas en este trabajo, es efectiva, ejerciendo su accion
como inhibidor del mecanismo de transcripcion del gen Arc en las células granulares del
giro dentado y en las células piramidales del cuerno de Ammon 1 (CAL). La inhibicién
inducida por este farmaco fue consistente en diferentes puntos temporales en los que se
administro, y dicho efecto se manifesto en porcentajes estadisticamente significativos en
comparacién con el grupo que recibié vehiculo. Cuando la actinomicina D se administro
15 minutos antes del inicio de la transcripcién del gen, como resultado de la exploracion
del ambiente novedoso, logré inhibir el inicio de la transcripcion de Arc. Lo anterior nos
indica que el efecto inhibitorio es significativo estadisticamente, desde los 15 minutos
después de haberse aplicado. Sin embargo, el efecto mas pronunciado se presenta a la
hora de haberse administrado, que al parecer es el pico maximo de inhibicion
transcripcional segun otros reportes (Manahan-Vaughan et al. 2000; Otani et al. 1989), y
que se reproduce en este trabajo como puede apreciarse en la Figura 14, donde se muestra
que la proporcion de actividad en CA1, para este grupo (menor al 3%), se asemeja a los
niveles de expresion del control (2.5%). Finalmente, cuando la administracion fue 2 horas
antes de la exploracion se obtuvo un porcentaje de actividad disminuido
significativamente con relacién al que recibié vehiculo (<14% y >28%, respectivamente),
aungue mayor que en los dos casos anteriores con actinomicina D (15 minutos y 1 hora),
por lo que podemos inferir que el efecto inhibitorio de la actinomicina D persiste por al
menos 2 horas a partir de su administracion, impidiendo de manera significativa el inicio
del mecanismo de transcripcion. Con todo lo anterior, pudimos delimitar una ventana

temporal del efecto inhibitorio la actinomicina D.



El segundo apartado, cuyo objetivo fue el comprobar farmacoldgicamente que la
deteccién de Arc en las células granulares del giro dentado, hasta 8 horas después de la
exploracion espacial de un ambiente novedoso, se debe a la transcripcidon sostenida del

gen.

En experimentos previos encontramos en méas del 50% de las ratas transcrito reciente de
Arc, aun cuando fueron sacrificados 8 horas después de la exploracién. Lo anterior
constituyd nuestra primera pista para sugerir que este gen reinicia su transcripcion de
manera repetida a lo largo de 8 horas (Angulo-Perkins, 2007; Ramirez- Amaya et al.
2005). Podemos afirmar con los datos que se expusieron en la Figura 20 y la Figura 21,
donde se aprecian los porcentajes de expresion de Arc en los grupos que recibieron
tratamiento con actinomicina D, que la transcripcion sostenida de Arc esta notablemente
abatida, exceptuando el grupo que la recibié 30 minutos antes del sacrificio (Figura 21
columna B).

Este grupo de 30 minutos con actinomicina D es un resultado sumamente importante,
notese que en la columna A de la Figura 21, observamos que todos los grupos muestran
muy pocas celulas que presentan so6lo Arc en el nlcleo (porcentajes abajo del 3%), y
ninguno es diferente estadisticamente del control intacto. Ese resultado es consistente con
datos nuestros anteriores (Angulo-Perkins, 2007), donde s6lo cuando se sacrificd al
animal 5 minutos después de haber explorado, las proporciones de Arc en el nucleo son
diferentes estadisticamente de un control intacto, puesto que a los 30 minutos el ARNm
ya se ha trasladado al citoplasma de la célula. Por lo anterior, no hay ninguna novedad en
que no encontremos altos porcentajes de ARN en el nicleo. Pero, en la columna B
(Figura 21) en la que se agrupan los porcentajes de células que presentan s6lo en ARNm
maduro (en citoplasma), observamos que ese grupo se comporta como los que recibieron
vehiculo o como el control con exploracion. Podriamos pensar que la actinomicina D no
es efectiva a ese tiempo (a pesar de que los resultados del experimento 1 nos indicaron
que desde los 15 minutos es capaz de inhibir el inicio de la transcripcion). Sin embargo,
lo interesante se presenta en la columna C (Figura 21), donde todos los grupos con
vehiculo asi como el control con exploracién presentan una proporcion de células de 0.8 a

1 %, lo que no sucede para el grupo de actinomicina D sacrificado a los 30 minutos



(0.3%). Esto implica que el transcrito que se indujo durante la conducta, 30 minutos
después ya se habia trasladado al citoplasma, pero dada la presencia de la actinomicina D,
la transcripciébn ya no inici6 nuevamente. Entonces, podemos concluir que la
actinomicina D si inhibe la transcripcion (como observamos en el experimento 1) desde
los 30 minutos. Ningun analisis hecho para ese punto temporal presentd transcrito
reciente en el nucleo, (condicién de la columna A para s6lo nuclear y columna C para
ambos transcritos); y lo que observamos en la columna B es la proporcion de células que
alcanzaron a iniciar la transcripcion del gen (la cual coincide con la proporcion de células
activadas para el resto de los grupos con actividad), inmediatamente después de explorar
y que pasados 30 minutos el ARNm ya se encontraba en el citoplasma. Por la misma
razon ese grupo ya no muestra transcripcion de novo, dado que la actinomicina esta
ejerciendo su efecto, es por eso que este grupo es en si mismo una comprobacion de que
una vez administrada la droga, ésta es capaz de detener el mecanismo de trancripcion
sostenida.

Otro hallazgo importante que obtuvimos fue con el grupo que se sacrificd 8 horas
después de haber explorado y que recibidé actinomicina D; en ese caso (Figura 21), la
transcripcion del gen esta abatida a niveles casi basales (control intacto < .5%), lo cual no
se observo en el grupo con las mismas condiciones temporales pero que recibio vehiculo,
en el cual el porcentaje de células activas es de ~1.75 (Figura 20), lo que resultd
semejante a lo que se ha reportado en otros trabajos (Chawla et al. 2005; Ramirez-Amaya
et al. 2005; Rosi et al. 2005). Este mismo grupo con actinomicina D, sacrificado 8 horas
después de explorar, es uno de los grupos en los que se abatid significativamente la
expresion de Arc, pero lo que no sabemos es si esa ausencia de actividad transcripcional
de Arc se debe a que la actinomicina D sigue haciendo efecto o bien, las células no fueron
capaces de reiniciar su transcripcion una vez pasado el efecto de la droga. Saber la
respuesta a este cuestionamiento nos proporcionaria informacion acerca de los
mecanismos celulares que emergen en estas condiciones, es decir, en condiciones
naturales en las que se detuviere la transcripcion de Arc por algin agente; asi podriamos
saber si una vez detenido el mecanismo no es capaz de reiniciarse o bien, terminado el

efecto de aquello que imposibilita la transcripcidn se retome nuevamente.



Con los datos que hasta ahora tenemos podriamos inferir que pasadas 2 horas la
actinomicina D va perdiendo efectividad (Figura 14) para inhibir, aunque sigue siendo
significativa estadisticamente. Pero si hipotetizamos que lo que vemos en la Figura 14 es
el inicio de una tendencia (actinomicina 15 minutos, 1 hora y 2 horas antes) en la que
conforme pasa el tiempo el efecto decae y los niveles de actividad van siendo mas altos,
esperariamos encontrar que administrada 8 horas antes de la exploracién no tendria
ningun efecto, y que los datos que observamos en las Figuras 20 y 21 para el grupo
experimental con actinomicina sacrificado 8 horas después de explorar, indicarian que la
celula no reinicia el mecanismo de transcripcion una vez suspendido en algiin momento.

Hasta ahora hemos discutido los resultados de los grupos con actinomicina, pero en el
caso de los grupos con vehiculo, podemos decir que funcionaron como controles de
manera eficiente mostrando proporciones de actividad celular equiparables a las del
grupo control con actividad, lo que nos constatd que los efectos inhibitorios que
observamos se debieron exclusivamente a la actinomicina D y no a la cirugia o a la

infusion de solucidn en el ventriculo lateral derecho.

Para concluir, en el apartado 3 discutiremos las implicaciones tedricas del trabajo. Al
corroborar que el mecanismo que permite que Arc se mantenga presente en las células
granulares del giro dentado hasta por 8 horas, es la transcripcién sostenida del gen,
podriamos pensar que durante esa ventana temporal la red cortico-hipocampal pudiera
estimular continuamente a las células granulares, aunque también podria deberse a un
mecanismo auténomo de la célula, que involucre factores reguladores de la transcripcion
de Arc, los cuales funjan como un circuito cerrado que mantenga la transcripcion
repetidamente. Otra propuesta es la posibilidad de que la experiencia sea la que
modifique la duracion del mecanismo de transcripcion Arc (sostenida o no), datos
preliminares obtenidos en el laboratorio sugieren que la transcripcion sostenida de Arc
solo se presenta ante la exploracion de un ambiente novedoso y no de uno que sea

familiar.

Basados en estos datos podemos decir que la permanencia prolongada de Arc pude ser
importante para consolidar procesos plasticos en las dendritas (Bramham y Messaoudi,



2005); que impliquen que la expansion o reduccion de esa ventana resulta en cambios
plasticos a nivel postsinaptico; mas aun sabiendo que la homologia con la proteinas F-
actina y a-espectrina (Lyford et al. 1995), es alta, lo que implicaria que participa en
modificaciones estructurales en las dendritas donde se aloja la proteina de Arc.



CONCLUSIONES

Los resultados de los experimentos realizados en este proyecto, podemos concluir que el
gen efector de expresion inmediata Arc, se expresa en el giro dentado del hipocampo de
la rata adulta hasta por 8 horas después de haberse inducido su expresion mediante la

conducta de exploracion de un ambiente novedoso.

La presencia del ARN intrénico de Arc en las mismas células que presentan Arc en el
citoplasma, sugiere que las células que después de varias horas (hasta 8 horas) siguen
expresando Arc en el nGcleo (intrénico y por lo tanto reciente) como en el citoplasma,

mantienen activos los mecanismos de transcripcion de Arc.

El disefio experimental utilizado en este trabajo, permiti6 obtener -evidencia
farmacoldgica que confirma que la presencia de Arc en las células del giro dentado
después de la exploracion espacial, se debe a un mecanismo dependiente de la
transcripcion. La administracion intracerebroventricular de Arc después de la exploracion
espacial, evitd que se observara la presencia de células con el ARNm de Arc 2 u 8 horas
después de la exploracién. En los animales sacrificados 30 minutos después de la
exploracion, con administracion de actinomicina D inmediatamente después de la
exploracion, se observo la presencia de ARNm de Arc en el citoplasma; el cual se asocia

a la actividad neuronal inducida por la exploracion, pero no se observo transcrito reciente.

Estos datos permiten concluir contundentemente que la presencia de Arc en las células
granulares, después de la exploracion, se debe a un mecanismo de transcripcion

sostenida.

La administracion del inhibidor transcripcional actinomicina D 15 minutos o 1 hora antes
de la exploracion espacial, inhibe notablemente la transcripcion del gen (menos del 5%
de las células de CAl). LO anterior contrasta con los porcentajes que se reportan en la
literatura para los grupos controles (expresion de 30%- 40% de las células en la region de
CAl). A las 2 horas, el transcrito de Arc se observa en aproximadamente el 13% de las



células, lo que sugiere que el efecto de la actinomicina D comienza a disiparse. Sin
embargo, no sabemos si a las 8 horas el efecto de la actinomicina D ya se ha eliminado.
Por lo anterior, no podemos concluir si la falta de expresion de Arc en (después de 8
horas), las ratas que recibieron actinomicina D y se sacrificaron inmediatamente después
de la exploracion, se debe a que la actinomicina D seguia afectando la transcripcion o

bien a que este fendbmeno depende de mecanismos celulares.

Finalmente, estos datos generan un antecedente directo del estudio de las bases
fisioldgicas del procesamiento de la informacion espacial en el giro dentado del
hipocampo; asi como también de la caracterizacion de la expresion de Arc y de su posible

papel en la estabilizacion de modificaciones plasticas y la consolidacién de la memoria.
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APENDICE

Cronograma de estimulacion, tratamiento con actinomicina D y sacrificio del

experimentol.

CRONOGRAMA DIA 1

RATA Exploracion Tratamiento Intervalo Sacrificio
post
Exploracion

401 11:00 11:12 8hr 7:05

Actinomicina
D

417 11:20 11:27 8hr 7:25
Actinomicina
D

411 11:39 11:46 2hr 1:44
Actinomicina
D

402 11:54 12:00 2hr 1:59

Actinomicina
D

416 12:21 12:26 30min 12:56
Actinomicina
D

410 12:38 12:43 30min 1:13
Actinomicina
D




Cronograma de estimulacion, tratamiento con vehiculo y sacrificio del grupo del

experimento 2.

CRONOGRAMA DIA 2

RATA Tratamiento Sacrificio
Exploracion post Intervalo

Exploracion

414 11:00 11:08 2hr 1:05
Vehiculo

408 11:15 11:20 2hr 1:20
Vehiculo

419 11:33 11:35 30min 12:08
Vehiculo

405 11:46 11:50 30min 12:21
Vehiculo

421 12:30 12:35 ghr
Vehiculo 8:35

8:50

413 12:45 12:50 ghr

Vehiculo




Cronograma de tratamiento, estimulacion, y sacrificio del grupo del experimento

ndmero 2.

CRONOGRAMA DIA 3

Exploracion Sacrificio
RATA Tratamiento Intervalo

pre

Exploracion

400 4:00 2hr 6:05 6:10

VEHICULO

404 4:32 2hr 6:37 6:42
Actinomicina
D

418 4:41 2hr 6:46 6:51
Actinomicina
D

406 4:53 lhr 5:58 6:03
Actinomicina
D

409 5:01 lhr 6:11 6:16
Actinomicina
D

412 5:09 30min 5:29 5:34
Actinomicina
D

415 5:20 30min 5:40 4:45
Actinomicina
D

420 7:15 1hr 8:20 8:25
VEHICULO

422 7:22
30hr 7:42 7:47




VEHICULO
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