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RESUMEN

La formacion de la memoria se refiere a un proceso en el cual la informacion pasa
de corto a largo plazo a través de la consolidacion, evento en el cual se requiere la
expresion génica y la sintesis de proteinas. Se ha demostrado que las
modificaciones epigenéticas como la acetilacion de histonas regulan la expresion
de genes como el factor neurotréfico derivado del cerebro (Bdnf); la proteina
resultante de este gen, BDNF, esta estrechamente asociada a la consolidacién.
Diversos estudios indican que las desacetilasas de histona (HDACs) regulan
negativamente la formacion y el mantenimiento de la memoria y que el proceso es
afectado por la intensidad del estimulo. En este aspecto, se ha demostrado que la
inhibicién de las HDACs en el hipocampo puede generar un efecto positivo en la
formacion de la memoria, sin embargo poco se ha estudiado la participacion de
estas enzimas en otras areas cerebrales. El objetivo del presente proyecto fue
analizar los efectos de la inhibicion de las HDACs en la corteza insular, asi como
su papel en la regulacion de la abundancia de BDNF y la asociacion al proceso de
formacion de la memoria. Se usaron ratones de la cepa C57BL6 de 2 a 3 meses
de edad. Se realizaron inyecciones en la corteza insular anterior de vehiculo o de
MS-275 (inhibidor de las HDACs de clase |) previo al entrenamiento de diferentes
duraciones, denominadas como débil (3 min) y fuerte (10 min) de la tarea de
reconocimiento de objetos; se inyectdé ademas K252a (inhibidor del receptor TrkB)
posterior al entrenamiento débil y fuerte de la tarea de reconocimiento de objetos,
con el objetivo de inhibir la actividad del receptor TrkB y analizar su relacién
temporal con la consolidacion de la memoria. Con la finalidad de analizar las
modificaciones en la acetilacién de histonas y en la expresion de BDNF, diversos
grupos de animales fueron sacrificados a diferentes tiempos posteriores al
entrenamiento de la tarea de reconocimiento de objetos. Ademas otro grupo de
animales fue evaluado un dia después para la evaluacion de la memoria de largo
plazo (LTM).

Los resultados mostraron que la inhibiciéon de las HDACs de clase | en la
corteza insular incrementa la acetilacion de histonas (analizado con la marca
H4K12ac) en condiciones fuertes y débiles de aprendizaje, asi como en los niveles
de BDNF de acuerdo con la intensidad de los estimulos, con un patrén temporal
claramente distinto. Ademas en condiciones débiles de aprendizaje, la inhibicion
de las HDACs de clase | potencia la formacién de la memoria, pero se bloquea en
condiciones fuertes de aprendizaje. La inhibicion de la actividad de los receptores
TrkB revierten estos eventos en momentos especificos posteriores al
entrenamiento, lo cual indica que los efectos de la inhibicion de las HDACs
ocurren a través de una fina regulacion temporal sobre la activacion del receptor
TrkB por el BDNF.

El presente trabajo muestra que las alteraciones sobre la regulacion
epigenética pueden alterar la temporalidad de los eventos asociados a la
consolidacion de la memoria y que dicha modificacién depende de las condiciones
de entrenamiento.
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ABSTRACT

The memory formation is a process to establish short-term information to
long-term through consolidation, where gene expression and protein synthesis are
pivotal for this process. Epigenetic modifications such as histone acetylation
regulate the expression of genes like brain-derived neurotrophic factor (Bdnf); the
translation of this gene is the BDNF, a protein related to consolidation. Several
studies showed that histone deacetylases (HDACs) negatively regulate memory
formation and maintenance. In this sense, it has been shown that hippocampal
HDACSs inhibition favors memory formation; however the role of the HDACs on
memory formation for different brain areas remains poorly understood. The aim of
this project was to analyze the effects of the class | HDACs inhibition on the insular
cortex over BDNF abundance and the association with memory formation. Two- to
three-months old female and male C57BL6/J were used for all experiments. Mice
were injected into the insular cortex with vehicle or MS-275 (class | HDACs
inhibitor) before training; mice also received intracortical injections of K252a
(inhibitor of the TrkB receptor) after training for object recognition memory task, the
objective to inhibit the TrkB receptor activity was to analyze the temporal relation
between TrkB activity and memory consolidation. In order to analyze the histone
acetylation levels and the BDNF abundance timeline, different groups of mice were
sacrificed at different time points after the object recognition training. A different
group of mice were analyzed to assess long-term memory (LTM).

The results showed that class | HDAC inhibition in the insular cortex
increases the histone acetylation (assessed by the H4K12ac) for the weak and
strong training; the BDNF abundance was increased, and the BDNF timeline was
different and it depends of the class | HDAC inhibition and the training intensity.
The class | HDAC inhibition enhances the memory consolidation for the weak
training conditions; however the class | HDAC inhibition impairs the memory
consolidation for strong training conditions. The inhibition of TrkB receptors after
training reverses the effects of class | HDAC inhibition over memory consolidation.
This result suggests that potentiation and blockade of memory consolidation
induced by class | HDAC inhibition occur because of a specific temporal regulation
for TrkB receptors by the BDNF.

All in all, this work shows that modifications in the epigenetic regulation affects the
temporal regulation for the events associated with memory consolidation and it
depends on the training conditions.
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Figura 19. La potenciacion de la formacién de la memoria en el entrenamiento
débil, inducida por la inhibicion de las HDACs de clase |, depende de la actividad
de los receptores Trk a las 4 hrs post entrenamiento............ccccccvevinnnnininenennnnnnnnn. 53

Figura 20. El bloqueo de la formacién de la memoria en el entrenamiento fuerte,
inducido por la inhibicién de las HDACs de clase |, depende de la actividad de los
receptores Trk 1 hora post entrenamientO...........ceevvveveeeiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 54

Figura 21. La inhibicion de las HDACs de clase | ocasiona un efecto diferencial,
dependiente de la intensidad del estimulo, sobre la formacion de la aversién
CONAICIONAAA Al SADON .....ciiiiiii i 55

Figura 22. La inhibicion de las HDACs de clase | incrementa la abundancia de
BDNF (4h) posterior al entrenamiento débil y favorece la consolidacion, pero
induce el incremento temprano de BDNF (1h) posterior al entrenamiento fuerte e
impide la CONSONAACION .........coiiiiiiiiie it saeee e 62
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Lista de abreviaturas

Bdnf Gen o0 mRNA del Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro.
BDNF Proteina Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro
CTA Condicionamiento aversivo al sabor (por sus siglas en inglés

conditioned taste aversion)
H4K12ac Lisina 12 acetilada de la histona 4

HDACs Desacetilasas de histona

IC Corteza insular (por sus siglas en inglés insular cortex)

LTM Memoria de largo plazo (por las siglas en inglés long-term memory)
ORM Memoria de reconocimiento de objetos

STM Memoria de corto plazo (por las siglas en inglés short-term memory)
TrkB Receptor Tirosina cinasa B
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1.1 Aprendizaje y memoria

El aprendizaje y la memoria son el medio a través del cual los seres vivos se
adaptan al ambiente para su supervivencia. El aprendizaje se define como la
adquisicion de nueva informacién, mientras que la memoria es la codificacion y el
almacenamiento de la informacion adquirida (Kandel y Pittenger, 1999). La
memoria puede clasificarse, de acuerdo a la duracién, en memoria de corto (STM,
por sus siglas en inglés short-term memory) y de largo plazo (LTM, por sus siglas
en inglés long-term memory) (Abel y Lattal, 2001). La STM es una retencién de la
informacion durante un tiempo breve y se basa en cambios efimeros, eléctricos o
moleculares de las redes neuronales implicadas que, dependiendo de las
caracteristicas del estimulo, pueden generar cambios persistentes y llevar a un
proceso denominado consolidacion de la memoria que se evidencia por la sintesis
de nuevas proteinas y cambios estructurales (Goelet et al., 1986).

El resultado de la consolidacion de la memoria es el establecimiento de la
LTM, basada en cambios estructurales persistentes, por ejemplo la formacion de
nuevas espinas dendriticas, aumento en el nimero de vesiculas o de terminales
presindpticas para la estabilizacion de la sinapsis y el fortalecimiento de la
comunicacién neuronal (Abel y Kandel, 1998). Asi, la diferencia fundamental entre
la STM y la LTM es la sintesis de proteinas que ocurre para el establecimiento de
la LTM (Barco et al., 2006). Una etapa mas es denominada evocacion, se trata de
la recuperacion de la informacién y es observable por un cambio conductual en el
sujeto. La evocacién ocasiona la modificacion de la informacion almacenada, de
tal manera que la memoria puede debilitarse, fortalecerse o mantenerse; a estos
ultimos eventos se les ha denominado en conjunto como actualizacién de la
memoria (Figura 1) (Bermudez-Rattoni y McGaugh, 2017; Dudai, 2004; Morgado,
2005).
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—
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Figura 1. Procesos asociados al aprendizaje y la memoria. a) El aprendizaje es la
adquisicién de nueva informacién e induce la formacion de la memoria que es la codificacién y
almacenamiento de la informacién. El proceso de evocacion es la recuperacion de la
informacion almacenada, y se evidencia por un cambio conductual. La evocacion puede
conducir a la modificacion de la informacion almacenada. b) De acuerdo a la temporalidad, se
distinguen dos tipos de memoria: corto y largo plazo, la diferencia entre estos tipos esta
determinado por el proceso de consolidacién, en el cual ocurre sintesis de proteinas con la
intencion de establecer una memoria mas duradera. Una vez que ocurre la evocacion,
dependiendo de las condiciones de evocacion, la memoria puede fortalecerse (debido a
farmacos que favorecen la comunicacién neuronal o a un recordatorio), reestablecerse (al
presentarse un estimulo de tiempo corto) o debilitarse (extinguirse, por farmacos o agentes
amnésicos, un estimulo de tiempo largo o repetido). (Modificado de Dudai, 2004 y Bermudez-
Rattoni, 2017).

La saliencia es una caracteristica que facilita que un estimulo se consolide,
esta es sefalizada por diversos factores que incluyen las propiedades fisicas y
quimicas propias del estimulo, el valor hedoénico y el estado fisiol6gico del
organismo, asi los estimulos salientes se priorizan para ser consolidados (Cowan
et al., 2021; Hyman, 2005). La intensidad y duracion del estimulo determina la
probabilidad de que la informacién sea almacenada, asi también un mayor nimero

de ensayos incrementa la probabilidad de que la informacién se consolide y
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genere la LTM (Bailey et al., 1996; Kandel, 2001; Riley y Tuck, 1985; Uchida et al.,
2017).

La memoria también puede ser clasificada en declarativa y no declarativa.
La memoria declarativa o explicita se refiere a la informacion que es evocada de
manera consciente y puede ser subdividida en episédica (autobiografica o para
eventos especificos) y semantica (de tipo mas abstracta, sobre hechos)
(Bermudez-Rattoni y Prado-Alcala, 2008; Engelmann et al., 2011). Mientras que la
memoria no declarativa o implicita es evocada de manera inconsciente y puede
ser dividida en no asociativa (habituacion y sensibilizacién), asociativa
(condicionamiento clasico y operante) y habitos (Engelmann et al., 2011; Kandel y
Pittenger, 1999; Morgado, 2005).

La memoria declarativa se refiere a la capacidad de recordar
conscientemente el pasado y depende de la integridad del |6bulo temporal medial
(que comprende el hipocampo, la circunvolucién dentada, el complejo subicular,
asi como las cortezas entorrinal, perirrinal e insular) (Balderas, et al., 2015; Wu et
al., 2017). Uno de los ejemplos mas ampliamente estudiados de la memoria
declarativa es el reconocimiento: la capacidad de juzgar un elemento encontrado
recientemente como si se hubiera presentado previamente. Se considera que la
memoria de reconocimiento consta de dos componentes: recuerdo y familiaridad
(Brown y Aggleton, 2001). En la siguiente seccion, se revisaran algunos de los
mecanismos moleculares y celulares involucrados en el aprendizaje y la memoria
de reconocimiento en la IC, aunque estos procesos no son exclusivos de esta

estructura, si parecen estar muy involucrados.
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1.2 Mecanismos moleculares y celulares del aprendizaje y la
memoria de reconocimiento

La base fundamental de la capacidad de adaptacion (plasticidad) neural es la
comunicacién sinaptica entre neuronas y tiene como consecuencia la modificacion
de la frecuencia e intensidad de dicha comunicacion (postulado de Hebb) (citado
por Escobar-Rodriguez, 2008). En la memoria de corto plazo, los cambios
asociados son observables por la facilitacion en la comunicacién neuronal, que en
caso de ser mantenidos, se induce la consolidacion de la memoria. Cuando una
neurona es estimulada a altas frecuencias por una segunda neurona, se fortalece
la comunicacion entre ellas, generando lo que se denomina potenciacion a largo
plazo (long term potentiation, LTP) que ha sido un mecanismo estrechamente
asociado a la consolidacion y persistencia de la memoria.

Para la formacion de la memoria, la comunicacion neuronal tiene un papel
central, el proceso inicia con la liberacién de neurotransmisores excitadores, como
el glutamato. Una vez que este neurotransmisor se libera, activa a sus receptores
glutamatérgicos ionotropicos (AMPA y NMDA). Como consecuencia de la
activacion de dichos receptores hay entrada de iones Ca®", a través
principalmente del receptor NMDA; esto sumado a la activacion de receptores a
neuromoduladores (como dopamina) y receptores de neurotrofinas y factores de
crecimiento, modulan un equilibrio entre cinasas y fosfatasas. El equilibrio hacia la
actividad de cinasas (donde destaca la via de MAPK — ERK) induce el transporte
retrogrado de la informacion de la sinapsis al nucleo y la activacion de factores de
transcripcion; esta activacion de factores de transcripcion recluta modificadores de
la cromatina (como las acetiltransferasas de histona, HATS) asociados a la
expresion génica. Existen mecanismos de regulacion inmediatos (como las
desacetilasas de histona, HDACs) que estan asociados a la regulacion negativa
de los genes previamente activados. Una vez que se expresan los genes
implicados en la consolidacion, estos productos de activaciéon génica viajan a la
sinapsis y fortalecen las sinapsis pre-existentes o inducen la formacion de nuevas

sinapsis. Este fortalecimiento en las conexiones neuronales ha sido asociado a los
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procesos de consolidacion. EI modelo clasico para la formacion de la memoria se
ilustra en la Figura 2. La alteracion de alguno de estos puntos del proceso induce
modificaciones a los procesos del aprendizaje y la memoria (Barco et al., 2006;
Day y Sweatt, 2011; Kandel y Pittenger, 1999; Wetzell et al., 2015).
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Figura 2. Comunicacion neuronal y plasticidad. Se han identificado algunos puntos para la
formacién de la memoria. 1) Liberacién del neurotransmisor, neuromoduladores y neurotrofinas
gue activan a los receptores postsinapticos; 2) Activacion de diferentes vias de sefializacion; 3)
Transporte retrogrado de la informacion de la sinapsis al nicleo, mediada principalmente por la
via de las MAPK (ERK); 4) La activacion de factores de transcripcién y de acetilasas de histona
(HATS); 5) Activacion de las desacetilasas de histona (HDACSs) para el silenciamiento génico; 6)
Generacion de productos de la activaciébn génica; 7) Llegada a la sinapsis de productos
génicos; 8) Sintesis local de proteinas en sinapsis activas; 9) Formacioén y crecimiento de
nuevas sinapsis; 10) Activacion de sinapsis silenciosas preexistentes y 11) Mecanismos de
perpetuaciéon y persistencia de la memoria. Ca*/calmodulina proteina cinasa Il (CaMKiIl);
Proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK); Proteina cinasa A (PKA); Factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF); Proteina asociada a citoesqueleto regulada por actividad (Arc).
(Tomada, modificada e integrada de Barco et al.,, 2006; Day y Sweatt, 2011; Wetzell et al.,
2015).
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1.3 Lacortezainsular y la memoria de reconocimiento

La corteza insular (IC, por sus siglas en inglés Insular Cortex) es parte de la
neocorteza ubicada en el I6bulo temporal lateral en primates y humanos (Jones et
al., 2010). En roedores, la IC se encuentra a lo largo del surco rinal y la arteria
cerebral media. Los limites anatémicos de la IC van desde la corteza frontal hasta
la corteza perirrinal en direccion rostrocaudal y desde el borde ventral de la
corteza somatomotora hasta la corteza piriforme en direccion dorsoventral
(Cechetto y Saper, 1987). La IC es un area de integracion anatdbmica con gran
conectividad a una extensa red de regiones cerebrales corticales y subcorticales
gue cumplen funciones sensoriales, emocionales, motivacionales y cognitivas. Las
aferentes corticales llevan informacién a la IC a través de informacién extensa
(auditiva, somatosensorial, olfativa, gustativa y visual) y a través de informacion
interoceptiva. Varias de estas entradas proyectan a regiones sensoriales de la IC
topograficamente organizadas. Es importante tener en cuenta que ninguna de
estas regiones sensoriales procesa una sola entrada sensorial principal, todas las
regiones de la IC reciben fuertes aferentes transmodales y son consideradas como
sitios de integracién multimodal (Gogolla, 2017).

Durante mucho tiempo la IC ha sido altamente relacionada con la funcion
gustativa, almacenando informacién a largo plazo de estimulos apetitivos como
aversivos impulsados por la novedad (Bermudez-Rattoni, 2014). Sin embargo,
también se ha correlacionado con otros estimulos sensoriales como la vision, el
oido, el tacto y el olfato (Augustine, 1996).

La memoria de reconocimiento es una de las habilidades de supervivencia
desarrollada por los animales a lo largo de la evolucién y el deterioro de esta
caracteristica es una de las principales causas de algunos sindromes amnésicos
relacionados con la incapacidad para discriminar los eventos nuevos de los
familiares (Bermudez-Rattoni, 2014). La memoria de reconocimiento se refiere a la
capacidad de los animales y humanos para discriminar los estimulos novedosos
de los familiares (Richter et al., 2005).

En el area de investigacion béasica, los procesos de aprendizaje y memoria

de reconocimiento pueden ser evaluados principalmente, a través de dos
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paradigmas conductuales: memoria de reconocimiento de objetos vy
condicionamiento aversivo al sabor (Balderas et al., 2008; Bermudez-Rattoni,
2004). A continuacion se describen brevemente estos paradigmas conductuales

gue fueron usados en este trabajo y estan asociados al funcionamiento de la IC.

Memoria de reconocimiento de objetos (ORM, por sus siglas en inglés
object recognition memory). Esta tarea se ha descrito como la habilidad de
conocer algo previamente experimentado (un estimulo o todo un acontecimiento).
Una parte importante de este modelo es la novedad, entendida como la alteracion
de lo esperado basado en la informacién conocida. En este modelo se aprovecha
el comportamiento exploratorio innato del roedor, no requiere de manipulaciones
externas (reforzadores o castigos), simplemente se necesita de una habituacion
previa, ademas que no se altera el componente motivacional del animal (debido a
la privacion de alimento o agua, no hay recompensa ni generacion de ansiedad).
Durante el aprendizaje al sujeto se le presentan dos objetos idénticos (A + A) para
gue los explore para finalmente en la fase de prueba o evaluacion de la memoria
se mantiene uno de los objetos previos (A) y se le presenta un objeto nuevo (B) en
la posicion que ocupaba el anterior, de esta manera el animal que haya aprendido
explorard durante mas tiempo al objeto novedoso (Antunes y Biala, 2012). En este
tipo de memoria participan diferentes estructuras del Iébulo temporal, pero
principalmente destaca la corteza perirrinal y la IC ya que inhibir la sintesis de
proteinas en dichas cortezas, impide la consolidacion de la memoria de
reconocimiento de objetos (Figura 3) (Balderas et al., 2008, 2015; Bermudez-
Rattoni et al., 2005; Blaser y Heyser, 2015; Grayson et al., 2015).
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Figura 3. Comunicacidén nerviosa en el ORM. Vias neurales de transmision de la informacion
en la memoria de reconocimiento. mPFC, corteza media prefrontal; Hipp, hipocampo; Sub,
subiculum; dmTh, talamo dorsomedial; EC, corteza entorrinal; PF, corteza perirrinal; IC, corteza
insular. (Modificada de: Warburton y Brown et al., 2015; Balderas et al., 2008, 2015).

Condicionamiento Aversivo al Sabor (CTA, por sus siglas en inglés
conditioned taste aversion). Esta memoria le permite al sujeto adaptarse al
medio para evitar sustancias toxicas y sobrevivir. Los animales aprenden a evitar
alimentos con efectos negativos post-ingesta (Yamamoto y Ueji, 2011). Cuando un
estimulo gustativo (estimulo condicionado) es novedoso para el sujeto, éste es
cauteloso y tiene poca ingesta del estimulo condicionado; a este evento se le
denomina neofobia. Las sustancias toxicas (estimulo incondicionado, v.g. cloruro
de litio, LiCl) pueden producir malestar gastrointestinal (respuesta incondicionada),
asociandose al estimulo condicionado y con ello adquiere un valor heddnico
negativo. De esta manera, cuando se vuelve a presentar el sabor, ocurre
disminucién en su ingesta, entendido como aversion (respuesta condicionada).
Esta forma de aprendizaje es el denominado “efecto Garcia” o condicionamiento
aversivo al sabor (CTA) (Bermudez-Rattoni, 2004; Reilly y Bornovalova, 2005,
Yamamoto y Ueji, 2011). Las estructuras cerebrales que participan en esta
memoria son numerosas (Figura 4) pero dos que han sido ampliamente
estudiadas son la amigdala basolateral (BLA) y la corteza insular (IC) (Bermudez-

Rattoni, 2004). Se ha demostrado que la comunicacion entre estas dos estructuras
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cerebrales juega un papel importante en la consolidacion de esta tarea (Escobar y
Bermudez-Rattoni, 2000; Rodriguez-Duran et al., 2011).

Thalamus

<
Nervio IX

(glosofaringeo)

i AMYG
Nervio VI (facial) Rostral dls A
. cs NBM BL
Nervio X (vago) —— NTS PBN )

AP— Sgudal — |[els » || CEA || <----

| T ———

Figura 4. Comunicacién nerviosa en el CTA. Vias neurales de transmisién de la informacion
asociada al sabor y a las sefales viscerales. CS, estimulo condicionado; US, estimulo no
condicionado; NTS, nlcleo del tracto solitario; PBN nlcleo parabraquial; dls, subnucleo
dorsolateral; els, subnucleo exterior lateral; VPM, ndcleo ventral posteromedial del tadlamo; VPL,
nacleo ventral posterolateral del tdlamo; NBM, ndcleo basal magnocelular; AMYG, amigdala;
BLA, amigdala basolateral; CEA, amigdala central; IC, corteza insular; las flechas rosas indican
las vias de la informacion gustativa; las flechas moradas indican las vias de la informacién
visceral. (Modificada de Bermudez-Rattoni, 2004).

A pesar de que ambas tareas conductuales (CTA y ORM) subyacen a dos
estimulos de diferente naturaleza (gustativo o visual), ambas dependen de la
integridad funcional de la misma estructura cerebral, la IC (Balderas et al., 2008,
2015; Bermudez-Rattoni, 2004; Escobar y Bermudez-Rattoni, 2000; Rodriguez-
Duran et al., 2011); en conjunto, ambas tareas podrian ser consideradas tareas de
reconocimiento (Bermudez-Rattoni 2014). Estos modelos conductuales han
permitido evaluar cdmo estan afectados el aprendizaje y la memoria en diversos
estados fisiol6gicos o patoldgicos, asi también han permitido el andlisis de las vias
de sefalizacion asociadas a la consolidacion de la memoria.

Durante mucho tiempo, los mecanismos epigenéticos fueron limitados a ser
estudiados en la formacién de la memoria en varias areas cerebrales, incluida la
IC. Sin embargo, actualmente se ha iniciado un enfoque novedoso que estudia los
mecanismos epigenéticos involucrados en la consolidacion y evocacion de la

memoria.
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1.4 Modificaciones de la cromatina asociadas al aprendizaje y la
memoria

Estudios posteriores mostraron que la regulacion en la expresién de genes es aln
mas compleja de lo que se creia, ya que se observd que a este nivel existen
diferentes modificaciones sobre la cromatina. A continuacion se describen
brevemente algunos de los mecanismos para la regulacion de la expresion génica.
En el nucleo, el DNA estd empaquetado formando cromatina, las unidades
repetidas son los nucleosomas que consisten en DNA que envuelve al octamero
de proteinas histonas (dos copias de cada una de las siguientes: H2A, H2B, H3 y
H4). Hasta el momento se han descubierto diversas modificaciones sobre la
cromatina, a través de las cuales la expresion génica puede ser regulada. En
conjunto, dichos cambios reciben el nombre de modificaciones epigenéticas que
pueden clasificarse en los siguientes grandes grupos 1) metilacion de DNA, 2)
RNAs no codificantes, 3) modificaciones sobre histonas e incorporacion de
variantes. En las siguientes secciones se mencionara brevemente lo que se ha

observado respecto a estas modificaciones.

1.4.1 Metilacion de DNA

La metilacibn de DNA ocurre en la posicion 5 del residuo de citosina y genera 5-
metilcitosina (5mC), preferencialmente en zonas denominadas islas CpG, y se
trata de zonas del DNA que son ricas en citosina (C) y guanina (G) y que
generalmente se encuentran en zonas proximas al promotor del gen. La metilaciéon
del DNA puede ser de novo (cuando ambas cadenas de DNA carecen de
metilacion), en este caso la metilacion es generada por la metil transferasa de
DNA 3A o 3B (DNMT3A/B). Ademas de esta forma de metilacion, existe la
metilacion de mantenimiento (donde una de las dos cadenas de DNA esta
metilada), el proceso es inducido por la DNMT1 que reconoce la cadena de DNA
gue se encuentra metilada e induce la metilacion de la cadena de DNA opuesta.

El proceso de desmetilacidbn se compone de etapas secuenciales en que la

citosina metilada es procesada a diferentes estados de oxidacion (5-
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hidroximetilcitosina -5hmC, 5-formil citosina -5fC, 5-carboxicitosina -5caC) que
son generados por las enzimas de translocacién diez once (ten eleven
translocation, TET) (Ito et al.,, 2011; Wu y Zhang 2017). La remocion de estos
estados de oxidacidn es mediada por glicosilasas de timina del DNA (thymine-
DNA-glycosylase, TDG). La remocion genera un sitio abasico que, gracias a la
accion del sistema de reparacién por escisibn de bases, puede insertar una
citosina (Figura 5). La metilacion del DNA esta asociada a la inactivacion génica y
ocurre por disminuir la union a activadores transcripcionales. (Bayraktar et al.,

2017; Yu et al., 2011).
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Figura 5. Metilacion del DNA. a) En el proceso de metilacién del DNA ocurren los siguientes
procesos 1) Metilacion de citosina por las metil transferasas de DNA (DNMTSs) que produce 5-
metil citosina (5mC); 2) A través de las enzimas TET se produce 5-hidroxi metil citosina
(5hmC); Las mismas enzimas TET pueden llevar a los siguientes estados de oxidacion
produciendo 3) 5 formil citosina (5fC) o 4a) 5 carboxi citosina (5CaC); 4b y 5) A través de la
enzima glicosilasa timina del DNA (TDG) se genera un sitio abasico; 6) Por la accion del
sistema de reparacion por escision de bases (BER) se logra la reincorporacion de citosina. b)
La metilacion (circulo rojo) puede ser inducida de novo (por DNMT3); o de mantenimiento (por
DNMT1) (Modificado de Bayraktar et al., 2017).
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El DNA metilado es reconocido por tres familias de proteinas: 1) las
proteinas MBD (por sus siglas en inglés methyl-CpG-binding domain), 2) las
proteinas UHRF (por sus siglas en inglés ubiquitin-like, containing PHD and RING
finger domain), y 3) las proteinas con dominios de dedos de zinc (Hashimoto et al.,
2010). La familia de proteinas MBD incluye a MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 y
MBD4 que reconocen y se unen a DNA metilado, asi mismo reclutan diversos
complejos represores que incluyen a desacetilasas de histona y metilasas de
histona; una funcion extra para MeCP2 es el mantenimiento de la metilacién del
DNA al reclutar a DNMT1 hacia el DNA hemimetilado (Moore et al., 2012; Nan et
al., 1998; Ng et al., 1999).

La familia de proteinas UHRF (por sus siglas en inglés ubiquitin like with
PHD and ring finger domains) incluye a UHRF1 y UHRF2 y se tratan de proteinas
con multiples dominios que se unen a citosinas metiladas y reclutan a DNMT1 a
los sitios hemimetilados para mantener la metilacion del DNA, este proceso parece
ser especialmente importante durante la replicacion del DNA (Sharif et al., 2007;
Bostick et al., 2007).

La tercera familia de proteinas que se unen a DNA metilado son las
proteinas con dominios dedos de zinc e incluye a Kaiso, ZBTB4 (por sus siglas en
inglés zinc finger and BTB domain) y ZBTB38 que disminuyen la expresion del gen
al cual se unen (Prokhortchouk et al., 2001; Filion et al., 2006).

La metilacion del DNA interactia con otras modificaciones epigenéticas
para la regulacién génica, por ejemplo, se ha descrito que las DNMT1 y DNMT3a
se unen a metiltransferasas de histonas como SUV39H1, asi como a
desacetilasas de histona como HDAC1l y HDAC2, esta union favorece la
compactacion de la cromatina y disminuyen la expresién del gen al cual se
asocian (Fuks et al., 2000; Geiman et al., 2004).

Los estados de oxidaciéon secuenciales del grupo metilo en la 5mC del DNA
fueron considerados parte de un proceso de desmetilacion, sin embargo los
niveles relativamente altos de marcas como 5hmC en tejido nervioso,

especialmente en corteza cerebral, sugieren que forman parte de un nivel mas de
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regulacion (Globisch et al.,, 2010; Minzel et al., 2010; Nestor et al., 2012). La
marca de 5hmC representa per se un mecanismo de regulacién epigenética ya
que, a diferencia de la marca 5mC, la 5hmC se encuentra distribuida
preferencialmente en eucromatina y ha sido asociada a la activacion génica
(Choiliaras et al.,, 2012; Ficz et al.,, 2011). La 5hmC se encuentra localizada
preferencialmente en regiones funcionales del genoma como regiones
potenciadoras, promotores y el cuerpo del gen lo que sugiere su participacion en
la regulacion de la expresion génica (Nestor et al., 2012; Pastor et al., 2011; Putiri
et al., 2014; Stroud et al., 2011). El reconocimiento de esta marca en el DNA se
realiza por MeCP2 y UHRF2 alteraciones del reconocimiento se observan en
procesos patolégicos como el sindrome de Rett (Mellén et al., 2012; Zhou et al.,
2014).

El estudio de la metilacion y su participacién en la formacién de la memoria
se ha realizado a través del uso de inhibidores farmacologicos como 5-aza-2’-
desoxicitidina, zebularina y RG108, los cuales disminuyen la metilacién del DNA o
inhiben directamente la actividad de las DNMTs. La disminucion de la metilacion
no afecta la comunicaciéon basal, sin embargo disminuye la induccién y el
mantenimiento de la LTP hipocampal (Levenson et al., 2006), en este mismo
sentido, se sugiere que en la formacién de la memoria de condicionamiento
espacial y en memorias asociadas a la busqueda de recompensa, es necesaria la
actividad de las DNMTs, ya que su inhibicion impide la formacion de estas
memorias (Miller y Sweatt, 2007; Day et al., 2013).

1.4.2 RNAs no codificantes
Los RNAs no codificantes (entre los cuales se encuentran los microRNAS,
mMiRNASs) son poliribonucléotidos de cadena sencilla que no son traducidos a
proteinas, su tamafio varia entre 18 y 25 nucleétidos. Estos RNAs sirven como
reguladores de la expresion génica en muchos procesos celulares tales como el
desarrollo, la diferenciacion, la plasticidad sinaptica y la neurodegeneracion. Los

RNAs no codificantes son producidos como pri-miRNA gracias a la RNA
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polimerasa |l; después de varias etapas de maduracidon en que se incluye la
accion de Dicer, se genera el miRNA que se une a RISC y, en conjunto, tienen la
funcion de interactuar con mMRNAs complementarios al miRNA para la degradacion
de dichos mRNAs y de esta manera es posible la regulacion negativa sobre la
expresion de genes. Los miRNAs pueden regular a otras modificaciones en
histonas, por ejemplo cultivos celulares que son knockout a Dicer disminuyen la
expresion de miRNAs, entre los cuales se encuentra miRNA-290 lo que
directamente regula la expresion de DNMT3a y DNMT3b a través del incremento
de la metilacion tanto del DNA como de las histonas (Benetti et al., 2008;
Sinkkonen et al., 2008). Los RNA no codificantes pueden regular la metilacién de
histonas (descrita brevemente en la siguiente seccion) ya que 1) funcionan como
factores de reclutamiento en trans de metilasas, 2) sirven como scaffold en cis
para que metilasas y complejos reguladores de la cromatina se unan, y 3) son
componentes estructurales de los complejos de metilasas de lisina (Joh et al.,
2014).

Estudios en ratones, han reportado que la eficacia en las sinapsis y la
traduccion de proteinas relacionadas con la plasticidad sinaptica como BDNF
aumenta en los ratones knockout para Dicer 1 pero no en los ratones control, lo
gue demuestra la relevancia de los miRNASs en los procesos de aprendizaje y
memoria (Konopka et al., 2010).

Asimismo, estudios han demostrado que algunos miRNAs como miR-181a
actla como un regulador negativo en los procesos que subyacen la plasticidad
sinaptica y la memoria a través de los receptores glutamatérgicos AMPA
(Rodriguez-Ortiz et al., 2020). Es asi, como los avances en la metodologia de
secuenciacion como RNA-seq, ofrecen los medios para evaluar cuantitativamente
las funciones de los miRNAs en todo el genoma. Esto ha permitido una amplia
comprension de los mecanismos de los miRNAs en el procesamiento cerebral,
incluido el aprendizaje, la memoria, la cognicion, asi como los trastornos

neuropsiquiatricos (Wang et al., 2012).
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1.4.3 Modificaciones a histonas
Las modificaciones que sufren las histonas son diversas, se incluyen
fosforilaciones, metilaciones, acetilaciones, crotonilaciones, ubiquitinaciones, ADP
ribosilaciones, biotinilaciones, propionilaciones, butirilaciones, citrunilaciones,
formilaciones, glutationilaciones, 2-hidroxi isobutirilaciones, malonilaciones, O-
glucosyl N-acetilaciones, hidroxilaciones, sumoilaciones y recientemente se
describieron las serotonilaciones y dopaminilaciones (Allis et al., 2007; Farrelly et
al., 2019; Fulton et al., 2022; Graff et al., 2011; Lepack et al., 2020; Zhao y Garcia,
2015; Zhao et al.,, 2021). En general, las modificaciones a histonas parecen
regular la sensibilidad transcripcional a estimulos sensoriales ya que los efectos
observados ocurren preferentemente en estados inducidos por el incremento en la
actividad celular en comparacion con el estado basal (Creighton et al., 2020) En

esta seccidn se describen brevemente la metilacion y acetilacion de histonas.

1.4.3.1 Metilacion de histonas
La metilacion de histonas es una marca que puede incrementar o disminuir la
expresion de genes; ocurre en la regidn N-terminal de las histonas,
especificamente en residuos de arginina que pueden ser metilaciones simétricas o
asimétricas; o en residuos de lisina que pueden ser mono-, di- o trimetilados (Allis
et al., 2007; Lorenzo y Bedford, 2011). Las enzimas PRMTs (por sus siglas en
inglés protein arginine methyltransferases) incluye a las PRMT1-7 clasificadas en
tipo | y Il, donde la PRMTS5 es la Unica del tipo Il (realizan la metilacion simétrica),
y PRMT7 sélo realiza la monometilacion de arginina (Figura 6a). Asi, las PRMTs
realizan la metilaciéon de arginina, mientras que la desaminacion es realizada por
las enzimas peptidilarginina deiminasas (PADISs) que convierten al residuo de metil
arginina a citrulina (Allis et al., 2007; Bannister y Kouzarides, 2005; Lee et al.,
2005). Los procesos celulares asociados a la metilaciéon en residuos de arginina
incluyen el procesamiento de RNA, regulacién transcripcional, transduccion de

sefales y reparacion de DNA (Bedford y Richard, 2005).
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La metilacion de histonas en residuos de lisina es regulada por la actividad
de metiltransferasas de lisina (KMT), y es la familia de KMT2 la que estd mas
estrechamente implicada en la metilacion. El proceso de desmetilacion esta
mediado por las desmetilasas de lisina (KDM), en donde las familias KDM1 y
KDMS5 son las responsables de desmetilar. Los sitios de metilacion de H3K4 se
han localizado en zonas potenciadoras de la transcripcion y cerca de sitios del

inicio de la transcripcion como es el promotor (Figura 6b) (Collins et al., 2019).
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Figura 6. Metilacion de histonas. a) La metilacion de histonas puede ocurrir en residuos de
arginina. Las enzimas PRMTs (tipo | y tipo 1l) generan metilaciones secuenciales para producir
metilaciones asimétricas y simétricas sobre los residuos de arginina. b) El proceso de
metilacion de histonas se genera por la actividad de las metil transferasas de lisina (KMT) que
colocan grupos metilo en las lisinas localizadas en la regién N-terminal de las histonas. En la
histona 3, se ha identificado que la familia KMT2 es la principal responsable de mono-, di-, y
trimetilar la lisina 4. Para el proceso de desmetilacibn se requiere la participacion de
desmetilasas de lisina, siendo las desmetilasas de las familias KDM1 y KDM5 las responsables
del proceso en la H3K4me (Modificado de Collins et al., 2019; Lee et al., 2005).

Las metilaciones de histona que se han asociado al incremento de la
expresion de genes son por ejemplo las metilaciones de la lisina 4 de la histona 3
(H3K4me), trimetilaciones de H4K20me3, la mono y dimetilacion de H3K27me1l/2,
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algunas otras como la trimetilacion H3K27me3 se ha asociado a inhibicidn,
mientras que la monometilacion y trimetilacion en H3K9mel/3 se asocian a
heterocromatina; asi mismo existen marcas como la monometilacion de
H4K20meqg que se ha observado localizada en genes activos e inactivos (Collins
et al., 2019; Ferrari et al., 2014; Loyola et al., 2009; Scharf y Imhof, 2010).

En los procesos de aprendizaje y memoria se ha mostrado que a nivel
hipocampal, existe incremento de las marcas H3K4me3 y H3K9me2 en Zif268 y
Bdnf (genes relacionados a la consolidacion de la memoria), posterior al
aprendizaje de miedo condicionado; ademas que ratones knockout para la enzima
MIl (por sus siglas en inglés myeloid lymphoblastic leukemia, también conocida
como KMT2A) no pueden formar la memoria de miedo condicionado (Gupta et al.,
2010). De manera semejante, la delecién de G9a/GLP (una KMT) ocasiona déficits
cognitivos severos al evaluar la memoria en modelos conductuales dependientes

de hipocampo (Schaefer et al, 2009).

1.4.3.2 Acetilacion de histonas
Una de las modificaciones que ha llamado la atencion es la acetilacion de
histonas, relacionada a la activacién génica. Este proceso esta catalizado por las
acetiltransferasas de histona (HATs) que utilizan acetil-CoA como donador de
grupos acetilo, lo que ocasiona la generacion de cargas negativas en las histonas
y con ello la repulsion con el DNA. Esta repulsion esta asociada a la apertura de la
cromatina y por ende favorece la union de los factores de transcripcion,
promoviendo la transcripcion. El proceso esta regulado negativamente por la
actividad de desacetilasas que se pueden clasificar de acuerdo al mecanismo de
desacetilacion en Zn?**- dependientes (desacetilasas de histona, HDACs) y en
NAD*-dependientes (Sirtuinas). Estas pueden clasificarse en cuatro grandes
grupos dependiendo de la similitud en su secuencia génica: clase | (HDACs 1, 2,
3,y 8), clase Il (HDACs 4, 5, 6, 7, 9 y 10), clase lll (Sirtuinas 1-7), y clase IV
(HDAC11). Al inducir la desacetilacion, se favorece el proceso de interaccion con
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el DNA y por ende la compactacion de la cromatina (Figura 7) (Choi y Howe, 2009;
Marmorstein y Zhou, 2014; Seto y Yoshida, 2014).
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Figura 7. Acetilacién de histonas. El proceso de acetilacion de histonas se genera por la
actividad de las acetil transferasas de histona (HATS) que, a partir de Acetil-CoA, colocan un
grupo acetilo en el nitrégeno de la cadena lateral de la lisina, por lo que se ha sugerido que este
mecanismo es el responsable de eliminar la carga positiva del nitrégeno y por ende disminuir la
interaccién con el DNA que tiene carga negativa. El proceso es regulado negativamente a
través de la desacetilacién, mediada por las desacetilasas de histona (HDACs, zn**
dependientes) o por Sirtuinas (NAD" dependientes) (Modificado de Gil et al., 2017).

Algunas marcas de acetilacion de histonas que han sido asociadas al
proceso de aprendizaje y memoria en roedores son H3K9ac (acetilacion de la
lisina 9 de la histona 3), H3K14ac, H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, la disminucion de
esta Ultima ha sido asociada a la alteracion cognitiva observada en animales
envejecidos y se ha sugerido como un biomarcador de la alteracidon en la

interaccion del genoma y el ambiente en el cerebro envejecido (Guan et al., 2009;
MacQuown et al., 2011; Peleg et al., 2010; Uchida et al., 2017).
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De acuerdo a reportes preliminares, la actividad de las desacetilasas de
histona depende de la fortaleza o de la intensidad del estimulo sensorial, de tal
manera que su actividad parece reducirse y favorecer el incremento en la
acetilacion de histonas y con ello, la expresion génica (Peleg et al., 2010; Uchida
et al.,, 2017). En este mismo sentido, recientemente se ha mostrado que las
HDACSs de clase | parecen ser mas relevantes en los procesos de formacion de la
memoria, ya que en diversos modelos conductuales se ha mostrado que la
inhibicion de éstas tiene efectos positivos en la consolidacion de la memoria como
consecuencia al incremento en la expresion génica (Guan et al., 2009; MacQuown
et al., 2011; Bahari-Javan et al., 2011).

A nivel celular el proceso depende directamente de la activacion de vias de
sefalizacion (Figura 4). Uno de los principales puentes de comunicacion entre la
informacion recibida en la sinapsis y la respuesta nuclear es por la activacion de la
cinasa ERK que a su vez activa a las cinasa RSK2/MSK que a nivel nuclear
inducira la activacién de factores de transcripcion como el elemento de unién de
respuesta a AMPc (CREB) y Elk1. La activacion de estos factores de transcripcion
recluta a HATs (como CBP y p300) que acetilan histonas y relajan la cromatina.
Una enzima importante en la regulacion del proceso es la fosfatasa de MAPK 3
(MKP-3) que desfosforila a ERK, de tal manera que ERK se desactiva y de esta
manera se regula rapidamente la activacion génica. Otro factor importante en la
regulacion es la actividad que tienen las HDACs en la desacetilaciéon de las
regiones amino-terminales de las histonas, lo que favorece la compactacién de la
cromatina (Figura 8). De esta manera, la regulacion fina del proceso acetilacion-
desacetilacion de histonas es importante en el aprendizaje y la memoria, hecho
gue es necesario para la expresién génica asociada a la consolidacion de la
memoria (Beldjoud et al., 2015; Day y Sweat, 2011; Levenson et al., 2004; Swank
y Sweatt, 2001).
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Figura 8. Equilibrio de acetilacién-desacetilacion de histonas. Las modificaciones a nivel
nuclear llegan a través de la activacion de ERK, que a su vez activa a RSK2 o0 a MSK, éstos a
su vez activan a los factores de transcripcion CREB o EIk-1, los cuales reclutan a HATs como
CBP o0 p300 que afiaden grupos acetilo a las regiones amino-terminales de las histonas, este
evento tiene como consecuencia la descompactacion de la cromatina y el favorecimiento de la
expresion génica. La regulacion de esta via de sefializacion es mediada por MKP-3, fosfatasa
cuyo blanco es ERK que al desfosforilarlo disminuye esta sefial. El proceso de desacetilaciéon
es realizado por el reclutamiento y activacion de las HDACs que ocasionan compactacion de la
cromatina y con ello silenciamiento génico (Modificado de Day y Sweat, 2011).

1.5 Inhibidores de las desacetilasas de histona y mejora cognitiva
Durante el proceso de aprendizaje se ha mostrado que la panacetilacion de
histonas H3 y H4 incrementa en el hipocampo como consecuencia del
entrenamiento de una tarea espacial (Dagnas y Mons, 2013). Por otro lado, a
pesar de que se ha reportado que posterior al entrenamiento de una memoria
espacial los niveles de acetilacion como H3K9ac, H3K14ac, H4K5ac, H4K8ac y
H4K12ac incrementan, la disminucion de la marca de H4K12ac ha sido asociada
al deterioro cognitivo (Peleg et al., 2010). Es asi como diferentes estudios han
demostrado el efecto positivo de los inhibidores inespecificos de las HDACs sobre
la plasticidad neuronal y en memorias asociadas con el hipocampo (Hawk et al.,
2011; Ndafez-Jaramillo et al., 2014; Peleg et al., 2010; Reolon et al., 2011). Sin
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embargo, aun se sigue estudiando qué genes son regulados por las marcas de
acetilacién. Concretamente, el inhibidor especifico de las HDACs de clase |, MS-
275, impide el proceso de extincién de la memoria de miedo (Bahari-Javan et al.,
2012), mientras que mejora la memoria de localizacion (Hawk et al., 2011) cuando
es inyectado en el hipocampo, lo cual indica que la inhibicion de las HDACs de
clase | mediante el uso de MS-275 tiene un efecto positivo sobre la formacién y el
mantenimiento de memorias asociadas a hipocampo.

Se ha observado que los inhibidores de las HDACs, entre ellos el MS-275,
pueden modificar la transcripcion del mMRNA de Bdnf (por sus siglas en inglés brain
derived neurotrophic factor) a la alza, lo que podria estar relacionado a la mejora
de los procesos cognitivos y de comunicacion neuronal (Intlekofer et al., 2013;

Koppel y Timmusk, 2013).

1.6 Factor neurotréfico derivado del cerebro

Los factores de crecimiento son proteinas que regulan varios aspectos de la
funcién celular como la supervivencia, proliferacion, migracion y diferenciacion. En
el sistema nervioso, los factores de crecimiento se refieren a factores
neurotroéficos, los cuales son el factor de crecimiento nervioso (NGF, por sus siglas
en inglés nerve growth factor), neurotrofina 3 (NT3), neurotrofina 4/5 (NT4/5), y el
factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés brain
derived neurotrophic factor). El gen de Bdnf se encuentra expresado en el cerebro
desde estadios embrionarios, asi también en estados postnatales y en la edad
adulta se distribuye en diferentes regiones cerebrales, especialmente en regiones
importantes para la memoria: hipocampo y cortezas, donde una de las regiones
corticales que muestra mayor expresion de BDNF corresponde a la corteza insular
(Aid et al., 2007; Conner et al., 1997; Friedman, 2012).

La importancia del BDNF en el sistema nervioso se debe a su participacion
en la modulacién del crecimiento y ramificacion axonal y dendritico, mantenimiento

de la sinapsis, en la neurotransmision y en la plasticidad sinaptica, eventos que
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median la funcion y viabilidad neuronal (en Andero et al., 2014; Gorski et al.,
2003).

El BDNF es una proteina no glicosilada que inicialmente se sintetiza como
un prepropéptido de 247 aminoacidos (preproBDNF). Una vez que inicia la
traduccion, la secuencia sefial (de 18 aminoacidos, también Illamada
presecuencia) se corta de manera co-traduccional para sintetizar proBDNF (de
229 aminoacidos, contiene la denominada prosecuencia de 110 aminoacidos) en
el reticulo endoplasmico. El proBDNF se corta para generar la secuencia madura,
BDNF (de 119 aminoacidos y 15 kDa) (Figura 9) (Andero et al., 2014; Lessman y
Brigadski, 2009; Maisonpierre et al., 1991; Pang et al.,, 2004). En el sistema
nervioso central, las células que son capaces de sintetizar y liberar BDNF son la
microglia y las neuronas. En las neuronas a nivel de somas se ha observado al
MRNA,; el marcaje con anticuerpos muestra una marca difusa de proteina en los
somas, pero una buena sefal de la proteina en las dendritas y en los axones, lo
gue se asocia a una participacion en el fortalecimiento de la sinapsis (Conner et
al.,, 1997; Yan et al., 2007). Algunos estudios sugieren que las neuronas
almacenan y secretan preferencialmente BDNF y no proBDNF (aproximadamente
el 90% de BDNF en el sistema nervioso central esta en su forma madura). Sin
embargo, existe evidencia que sugiere que proBDNF pudiera tener participacion

en la modulacion sinaptica (Pang et al., 2004; Matsumoto et al., 2008).
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Figura 9. Produccion y procesamiento del BDNF en el sistema nervioso central. El
proBDNF madura a BDNF a través de diferentes mecanismos celulares: 1) El proBDNF se
corta por la enzima furina en el reticulo endoplasmico; 2) El proBDNF se corta por la enzima
proconvertasa en las vesiculas de secrecion; 3) Si el proBDNF se libera al espacio extracelular,
es madurado a BDNF por la plasmina. 4) El proBDNF puede unirse al receptor p75NTR,
mientras que el BDNF activa a su receptor de alta afinidad: TrkB. 5) Una vez unidos a sus
receptores, son endocitados, y el proBDNF se madura a BDNF, por lo que BDNF activa al
receptor TrkB vesiculado. 6) EI BDNF puede reciclarse hacia el exterior celular (Modificado de
Barker, 2009).

Otro tipo celular, en el sistema nervioso, que sintetiza y libera BDNF es la
microglia, principalmente ante un proceso de activacion microglial (Nakajima et al.,
2001) sin embargo, algunos estudios muestran que el BDNF liberado por la
microglia modula la sinapsis y favorece la estabilidad de espinas dendriticas a
través de la regulacién de la expresion de receptores glutamatérgicos (Parkhurst
et al., 2013) Por otro lado, se ha observado que los astrocitos no sintetizan a
BDNF, sin embargo pueden internalizarlo a través de receptores TrkB truncos, los
cuales no activan las vias de sefalizacion, pero si pueden unir a BDNF; dicho
BDNF se almacena temporalmente y se libera por los astrocitos; de esta manera
se sugiere que los astrocitos pueden regular los efectos neuronales del BDNF
(Alderson et al., 2000; Eide et al., 1996; Fernandez-Garcia et al., 2020; Fryer et al.,
1997; Rubio, 1997).
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El receptor de alta afinidad para el BDNF es el receptor TrkB, mientras que
el receptor de baja afinidad es p75 (Andero et al., 2014). En animales jovenes, el
bloqueo de la interaccion BDNF-TrkB induce la activacion de la microglia, mientras
gue la suplementacion de BDNF en animales viejos, inhibe la activacion glial (Wu
et al., 2020). La unién de proBDNF a p75 es necesaria para la formacion de la
depresion a largo plazo (LTD, por sus siglas en inglés long-term depression),
mientras que la activacion de TrkB por el BDNF esta asociado a LTP (Pang et al.,
2004).

Las vias de sefializacion activadas por BDNF a través de su receptor de
alta afinidad TrkB, son principalmente tres: 1) la via de Ras-Raf, 2) la via de
fosfatidil inositol-3-cinasa — AKT (PI3K-AKT), y 3) la via de fosfolipasa C —protein
cinasa C (PLC-PKC) (Berridge, 2014; Dinsmore y Soriano, 2018; Minichiello, 2009;
Scott-Solomon y Kuruvilla, 2018). A continuacion se describen brevemente éstas
vias de sefializacion.

Cuando BDNF se une a su receptor de tipo 1TM con actividad tirosina
cinasa (TrkB), ocurre la dimerizacion del TrkB, esta dimerizacion induce la
transfosforilacion del receptor, en donde una cadena induce la fosforilacion de la
otra; esta fosforilacion (en tirosina 716 fosforilada) sirve de sefal para el
reclutamiento de la proteina Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) con un
sitio SH2 que reconoce y se une a tirosinas fosforiladas del receptor TrkB. Una vez
unido Grb2 a TrkB fosforilado, se induce la activacién de la proteina Sos (son of
sevenless) por su fosforilacion en residuos de serina/treonina y esto genera
cambios conformacionales en la proteina Ras (rat sarcoma virus) para el
intercambio de nucledtidos de GDP por GTP que a su vez fosforila a Raf (rapidly
accelerated fibrosarcoma) que fosforila y activa a la proteina MAPK (mitogen-
activated protein kinase, también conocida como MEK: MAPK/ERK kinase). La
activacion de MAPK activa por fosforilacion a ERK (extracelular signal-regulated
kinases), el cual puede activar a diferentes factores de transcripcion para la
induccion de la expresion génica, las consecuencias mas estudiadas de la
activacion de esta via de sefializacidon es el crecimiento, diferenciacion, migraciéon

y supervivencia celular (Figura 10).
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La segunda via de sefializacién canonica del receptor TrkB es la activacion
de la via PISK-AKT. EIl proceso inicia por la union de BDNF, dimerizacion,
activacion de los receptores y unién de la subunidad p85 de la enzima fosfatidil
inositol-3-cinasa (PI13K) que contiene dominios SH2 (reconoce a tirosina 740
fosforilada); esta union ocasiona cambios conformacionales sobre la PI3K, de tal
manera que la subunidad catalitica de esta enzima (p110) induce la fosforilacion
de fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP,) para transformarlo a fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PIP3), la generacion de PIP3 ocasiona el reclutamiento hacia la parte
intracelular de la membrana celular, de la cinasa 1 dependiente de fosfoinositidos
(PDK1, phosphoinositide-dependent kinase-1) y de la proteina cinasa B (PKB,
también llamada AKT, cuyas siglas provienen de la cepa de ratén AKR que genera
timomas); la proximidad de PDK1 y AKT debido a la union a PIP3, ocasiona la
fosforilacién y activacion de AKT por PDK1. La AKT activa puede modular vias
asociadas al proceso inflamatorio, a la supervivencia, al ciclo e incluso al
metabolismo celular (Figura 10).

La tercera via canonica del receptor TrkB inicia con la unién de BDNF,
dimerizacion, activacion de los receptores y union de fosfolipasa C (PLC, que se
une a la tirosina 1021 fosforilada), como consecuencia del cambio conformacional
de la PLC, el PIP2 es degradado a diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3).
Por un lado el IP3 se une a su receptor en el reticulo endoplasmico para
incrementar la concentracién de Ca**, por lo que este ion y el DAG activan a la
PKC. Por otro lado, el Ca** se une también a calmodulina para modular a diversas
enzimas dependientes de este complejo, por ejemplo a la cinasa Il dependiente de
Ca®*-calmodulina (CaMKIl). Este incremento en la actividad de cinasas tiene como
consecuencia favorecer la activacion de factores de transcripcion y estos eventos

estan asociados a la plasticidad neuronal y al crecimiento celular (Figura 10).
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Figura 10. Vias de sefalizacién candnicas activadas por BDNF a través del receptor TrkB.
Las vias de sefalizacion candnicas activadas por el BDNF a través de su receptor de alta
afinidad son 1) La via de Ras-Raf, 2) La via de fosfatidil inositol-3-cinasa — AKT (PI3K-AKT), y
3) La via de fosfolipasa C —protein cinasa C (PLC-PKC) (Modificada de Berridge, 2014;
Dinsmore CJ y Soriano 2018; Minichiello 2009; Scott-Solomon y Kuruvilla 2018).

La estructura del gen de BDNF es compleja, debido a que hasta el
momento se han reportado 11 variantes de mMRNA que difieren en los sitios de
inicio de la transcripcion y por consiguiente en el tamafio del transcrito (Figura 11).

Reportes previos han mostrado una relacion directa entre la actividad de las
HDACs y el promotor de Bdnf, ya que algunas HDACs han sido identificadas
directamente asociadas al promotor, asi también se ha mostrado que las histonas
cercanas al promotor pueden ser acetiladas, proceso que recluta a la proteina 4
con bromodominio (BRD4), lo cual favorece la transcripcion de Bdnf, ademas que
algunos inhibidores de las HDACs han mostrado induccion de la transcripcion de
Bdnf (Intlekofer et al., 2013; Koppel y Timmusk, 2013; Martinowich et al., 2003;
Lubin et al., 2008; Sartor et al., 2019). De manera semejante, la metilacion cumple
un papel importante en la regulacion de Bdnf, ya que la proteina MeCP2 puede
unirse a Bdnf y disminuir su expresion en neuronas en estado basal (Chen et al.,

2003); por otro lado, el incremento en la actividad neuronal ocasiona la
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fosforilacion de MeCP2, lo que previene su union al gen de Bdnf, asi también

disminuye la metilacién del gen (Martinowich et al., 2003).
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Figura 11. Organizacidon del gen de BDNF. Se muestra en la parte superior la organizacion

del gen de BDNF, indicando los sitios en kilobases (kb). Los sitios de inicio de la transcripcion
para las variantes del mensajero IIA, IIB, y IIC se indican como A B o C. Los sitios de inicio de
la traduccion se indican como ATG (el coddén AUG, para metionina). Los exones estan
indicados como cajas y los intrones como lineas. Las regiones codificantes estan indicadas
como recuadros grises, mientras que las regiones no codificantes como recuadros blancos. Los
transcritos estan indicados en la parte inferior en relacién al gen (Modificado de Aid et al.,
2007).

Estd demostrado que el BDNF incrementa su expresion posterior a la
adquisicion de informacion, asi también se ha mostrado la importancia de este
factor durante el proceso de extincion en diversas estructuras cerebrales, ademas
gue es importante para la estabilizacién de la memoria (Castillo et al., 2006; Ma et
al., 2011; Mizuno et al., 2000; Rodriguez-Serrano et al., 2014; Xi et al., 2014). En
general, la participacion del BDNF en el aprendizaje y la memoria ha sido
demostrada en diversos trabajos, los cuales concluyen que el desequilibrio de este
factor ocasiona alteraciones en el aprendizaje y la memoria; por lo anterior se
considera que BDNF tiene un comportamiento de “U” invertida. Es decir que el
bloqueo o los bajos niveles de BDNF impiden la consolidacion de la memoria.

Mientras que un incremento paulatino en los niveles de BDNF, permite la
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consolidacion de la memoria. Sin embargo, un exceso de BDNF tiene efectos
negativos e impide la consolidacion de la memoria (Bekinschtein et al., 2008;
Cunha et al., 2009; Papaleo et al., 2011). Probablemente, el efecto de “U” invertida
se debe a que BDNF activa al receptor de baja afinidad p75, asi como vias de
sefalizacion no candnicas, cuyo efecto sea una alteraciéon en los procesos de

plasticidad neuronal involucrados en los procesos de aprendizaje y memoria.

1.7 Modificaciones en la plasticidad neuronal por la inhibicion de
las HDACs

En la investigacion que realizamos durante mis estudios de maestria (datos no
publicados), analizamos el efecto de la inhibicion de las HDACs de clase | sobre la
memoria mediante el uso del inhibidor MS-275 inyectado en la corteza insular en
animales envejecidos. El analisis electrofisiolégico (en colaboracién con el grupo
de trabajo de la Dra. Martha Escobar) de la via amigdala basolateral-corteza
insular (BLA-IC) mostré que los animales envejecidos carecen de LTP cuando
reciben una estimulacion de alta frecuencia (HFS, por sus siglas en inglés, high
frequency stimulation) en la BLA (por sus siglas en inglés, basolateral amygdala) y
se registran las respuestas en la IC; incluso muestran una depresion lo que es
evidencia de una deficiencia en la comunicacion neuronal en los animales
envejecidos (Figura 12b). La inhibicion de las HDACs de clase | mediante la
inyeccion de MS-275 en la corteza insular revirtio esta depresion de la via BLA-IC
de animales envejecidos y fue posible inducir LTP (Figura 12b). Los resultados
electrofisiolégicos sugieren que en el animal envejecido existe inhibicién de genes
asociados a la formacién y mantenimiento de LTP, por lo que al ser favorecidas
mediante la inhibicion de las HDACs de clase |, existe mejora en la plasticidad

sinaptica.
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Figura 12. Efecto de la inhibicién de las HDACs de clase | sobre la induccion de LTP en
animales viejos anestesiados. a) Disefio experimental y sitios de localizacion de los
electrodos (estimulacion en BLA; registro en IC); a través del electrodo de registro se infundi6 el
MS-275 1.5 h antes de la estimulacién de alta frecuencia (HFS). b) Los animales envejecidos
muestran plasticidad tipo LTD a pesar de recibir HFS, mientras que la inhibicién de las HDACs
de clase | con el MS-275, permite la induccion de LTP (Datos no publicados).

A nivel conductual, la inhibicién de las HDACs de clase | y los efectos sobre

la memoria fueron evaluados en dos modelos conductuales descritos previamente:

CTA y ORM. Se observo que la inhibicion de las HDACs de clase | en la corteza

insular, permite la formacion de memoria en animales viejos que normalmente no

pueden formar memorias. En el modelo de CTA la mejora cognitiva se evidenci6

en la capacidad de los animales de discriminar a la sacarina del agua y consumir

poca sacarina (asociada previamente al malestar gastrointestinal) (Figura 13a). De

manera similar, en el modelo de ORM, los animales envejecidos fueron capaces
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de reconocer al objeto novedoso y explorarlo mas tiempo en comparacion con el

objeto familiar (Figura 13b).
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Figura 13. La inhibicion de las HDACs de clase | mejora la formacion de memoria en el
CTA y el ORM en animales viejos. a) indice de consumo durante la memoria de largo plazo
(LTM). Se observa que los animales viejos son incapaces de formar CTA, mientras que la
inhibicién de las HDACs de clase | mejora la consolidacion de animales viejos. b) indice de
reconocimiento durante la LTM. Se observa que los animales viejos son incapaces de formar
ORM, mientras que la inhibicion de las HDACs de clase | permite que los animales viejos
formen adecuadamente la ORM. *p<0.05 t de Student.

En los estudios de maestria se decidié realizar RT-qPCR para conocer si
existe alguna modificacion en los niveles de mMRNA de Bdnf. La determinacion se
realizd a las 4 horas post-adquisicion del CTA, ya que esta reportado que a este
tiempo ya existen incrementos en los niveles en la corteza insular en esta tarea en
particular (Ma et al., 2011). A pesar de esto, no se observaron diferencias en los
niveles del mMRNA de Bdnf en este tiempo en particular (Figura 14), esto puede
deberse a que el MS-275 es un inhibidor mucho mas selectivo que el butirato de
sodio (NaBu), ademas que la region seleccionada para el andlisis corresponde a la
region codificante. Considerando el gran nimero de variantes de mRNA de Bdnf,
es posible que la alta selectividad del inhibidor y la region seleccionada no fueran

suficientes para evidenciar un cambio en la transcripcion del Bdnf.
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Figura 14. La inhibicion de las HDACs de clase | no modifica la expresion del mRNA Bdnf
a las 4 h post-adquisicion del CTA. Se muestran los niveles de expresién relativa del mRNA
de Bdnf. No se muestran diferencias entre los grupos experimentales (experimentos realizados
en colaboracion con el laboratorio del Dr. Ernesto Soto Reyes Solis).

Las evidencias existentes en la literatura sugieren a BDNF como un buen
candidato para explicar el comportamiento conductual, ya que si bien el exceso de
BDNF tiene efectos contraproducentes sobre la cogniciéon (Cunha et al., 2009) por
otra parte esta misma sobre activacion podria tener efectos positivos en el animal
viejo, como se ha demostrado al inyectar BDNF para favorecer la retencion del
CTA (Castillo et al., 2006).

A pesar de lo anterior, el estudio del envejecimiento tiene una limitante
importante que es el contar con un numero adecuado de animales para el estudio,
aunado a que en esta etapa fisioloégica son diversas las alteraciones presentes.
Por lo que un andlisis fino a nivel celular es poco fiable para asociarlo
directamente a un evento en particular. Estudios previos han mostrado que la
intensidad del entrenamiento durante la tarea de condicionamiento al miedo afecta
de manera diferencial los procesos moleculares asociados a la formacion de la
memoria (Uchida et al., 2017). Por lo tanto, propusimos modificar las condiciones
de aprendizaje en animales jovenes para contar dos entrenamientos denominados
“débil” y “fuerte”. Esto se realiz6 con el objetivo de tener un modelo conductual que
fuera similar a los animales viejos en cuanto a la formacion de la memoria

(entrenamiento débil), donde la Unica variable fue la intensidad o tiempo de
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entrenamiento en la tarea de condicionamiento aversivo al sabor. Estos modelos
fueron usados para analizar las modificaciones a nivel celular que ocurren para la

consolidacién de la memoria de reconocimiento ante la inhibicién de las HDACs de

clase I.
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2. Justificacion
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La memoria es el medio de adaptacion de los seres vivos a las modificaciones del
ambiente y se establece a través de la consolidacion, proceso en el cual ocurre
sintesis de proteinas para fortalecer la comunicacién neuronal y mantener la
memoria de largo plazo. La regulacion de la expresion génica es importante para
lograr una adecuada consolidacion, una manera de controlar el proceso es a
través de las modificaciones epigenéticas entre las que se encuentra la acetilacion
de histonas. En este aspecto se ha sugerido que las desacetilasas de histona
(HDACSs) tienen un papel negativo en la regulacion de la expresion génica y que
su inhibicion puede favorecer la formacion asi como el mantenimiento de
memorias dependientes de hipocampo o corteza. Por lo anterior se ha sugerido
que el empleo de inhibidores de las HDACs podria potenciar la formacion de
memorias. Entre el amplio nimero de genes asociados al proceso de
consolidacion de la memoria se encuentra el BDNF, el cual incrementa su
expresion posterior al aprendizaje. Se ha mostrado que el promotor de BDNF
puede ser regulado por las HDACs. Ademas el bloqueo en la actividad de BDNF
puede ocasionar alteraciones en la plasticidad sinaptica, asi como el bloqueo en la
consolidacion de la memoria.

Recientemente se ha demostrado que la intensidad del entrenamiento
determina la fortaleza de la memoria y esta asociada directamente a la modulacién
diferencial sobre la cromatina y es probable que la consolidacion de la memoria
pueda favorecerse por la expresion de factores tréficos como el BDNF que es
modulado por la actividad de las HDACs. En este aspecto la regulacion asociada a
la intensidad de los estimulos para establecer la memoria de largo plazo y su
relacion temporal con genes de expresion temprana, ha sido poco explorada. Es
por ello que el objetivo del trabajo fue analizar el efecto de la inhibicion de las
HDACs de clase | en la IC sobre la abundancia de acetilacion (a través de la
cuantificacion de H4K12ac), la abundancia de BDNF y su asociacion con la
intensidad del entrenamiento y la formacion de la memoria de reconocimiento de

objetos y gustativa.
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3. Hipotesis

4. Objetivos
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3. HIPOTESIS
La inhibicibn de las desacetilasas de histona de clase | en la corteza insular

incrementa la abundancia de BDNF y a través de la activacion del receptor TrkB

se establece la memoria de reconocimiento de largo plazo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar las modificaciones en la memoria de reconocimiento y en la
abundancia de BDNF por la inhibicién de desacetilasas de histona de clase | ante

entrenamientos de diferente intensidad.

4.2 Objetivos particulares

e Evaluar el curso temporal de la abundancia de BDNF posterior al
entrenamiento débil y fuerte de la memoria de reconocimiento.

e Evaluar el efecto de la inhibicion de desacetilasas de histona de clase | sobre
la memoria de reconocimiento.

e Determinar el curso temporal de los niveles de acetilaciéon a través de la
abundancia de H4K12ac inducida por la inhibicion de desacetilasas de histona
de clase | posterior al entrenamiento de memoria de reconocimiento.

e Determinar la el curso temporal de la abundancia de BDNF inducida por la
inhibicion de desacetilasas de histona de clase | posterior al entrenamiento de
la memoria de reconocimiento.

e Evaluar el efecto del antagonismo de los receptores TrkB ante la inhibicion de
desacetilasas de histona de clase | sobre la formacion de la memoria de

reconocimiento.
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5.1 Sujetos experimentales
Se emplearon ratones hembras y machos de la cepa C57BL6/J jovenes (2-3
meses) al momento de la cirugia, provenientes del bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autobnoma de México. Los ratones se
mantuvieron en cajas individuales de acrilico transparente, con libre acceso a
agua y alimento (excepto durante la evaluacién conductual de CTA donde se
sometieron a restriccion de agua), a una temperatura entre 18° y 26° C, con un
50% de humedad y un ciclo de luz oscuridad de 12 h cada uno. Los protocolos de
conducta se realizaron durante la fase de luz entre las 9 y 12 h. Todos los
procedimientos de mantenimiento, cirugia y diseccion estuvieron sujetos a los
protocolos aprobados por los comités nacionales segun la NOM-062-Z0O0-1999

(SAGARPA, 2001) sobre el manejo y uso de animales de laboratorio.

5.2 Cirugia estereotaxica
Los ratones fueron anestesiados con 1-1.5% de isoflurano (VETone Fluriso™;
Matrx VIP 3000, Midmark) y colocados en un aparato estereotaxico (51,603,
Stoelting) con adaptador para ratones (923-B, KOPF instruments). El craneo fue
ajustado a una posicion horizontal y se realizé una pequefia incision en el craneo
de los animales. Se colocaron canulas 23G de acero inoxidable (8 mm de largo,
Small Parts, USA) de manera bilateral dirigidas a la IC, de acuerdo a las
coordenadas obtenidas con base en el atlas de referencia de Allen (Dong, 2008):
AP: +1.4 mm; ML: £3.3 mm; DV: 3.0 mm. Las canulas fueron ancladas con ayuda
de cemento dental. Se colocaron agujas del mismo largo que las canulas con la
intencion de evitar que las canulas se taparan. Se permitié la recuperacién de los

ratones durante 12 dias.

5.3 Farmacos
El inhibidor de las HDACs clase |, MS-275 (EPS002, Sigma-Aldrich) fue
almacenado a -20 °C en solucion stock a 10.84 mM disuelto en dimetil sulfoxido
(DMSO, D8779, Sigma-Aldrich). La solucion stock de MS-275 fue diluida a 3.04
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mM con solucion salina isotonica (SSI, 0.9% NaCl) inmediatamente antes de las
microinfusiones en la corteza insular. La solucién control, denominada “vehiculo
17, tuvo la misma concentracion de DMSO.

El inhibidor del receptor TrkB, K-252a (K-150, Alomone Labs) fue
almacenado a -20 °C en solucién stock a 100 pyM disuelto en DMSO. La solucién
stock fue diluida a 25 yM con SSI inmediatamente antes de realizar las infusiones
en la corteza insular. La solucion control, denominada “vehiculo 2”, tuvo la misma

concentracion de DMSO.

5.4 Inyecciones intracerebrales
Las microinfusiones se realizaron con ayuda de agujas 30 G (4000-74-BX,
Monoject™) de 9 mm de largo. La aguja de microinfusion fue conectada a traves
a una manguera de polietileno a una jeringa Hamilton de 10 ul acoplada a una
bomba de microinfusién (Cole Parmer Instruments). Las inyecciones en la IC
consistieron en 0.5 pl por hemisferio a una velocidad de 0.25 pl/min y se esperd 1

min mas para la difusion del farmaco.

5.5 Reconocimiento del objeto novedoso (ORM)
El aparato consisti6 en una caja de madera (33 x 33 x 30 cm) previamente
desodorizada con etanol al 70% y con una ligera capa de aserrin en el fondo de la
caja. Los objetos utilizados fueron figuras Lego™ con dimensiones méximas de
3.0 cm x 5.0 cm x 4.5 cm. Diez dias después de la cirugia, los animales fueron
habituados por 3 dias, 3 min/dia en el aparato. Al dia siguiente se infundio
vehiculo 1 o0 MS-275 y 1 h después se realizaron dos protocolos uno denominado
débil (3 min de entrenamiento) y el otro fuerte (10 min de entrenamiento). El
tiempo de 1 h fue elegido de acuerdo a los experimentos preliminares con el grupo
de la Dra. Martha Escobar, en donde la LTP se modifica ante la inhibicion de las
HDACSs de clase |; aunado a esto se realizaron grupos piloto (no mostrados en el
presente trabajo) que fueron inyectados inmediatamente después del
entrenamiento, el efecto conductual observado fue en menor grado. En los grupos

gue se indican, ademas se realizo la inyeccion de vehiculo 2 o K-252a a1 0 4 hrs
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posterior al entrenamiento. Al dia 5 se evalu6 la memoria de largo plazo (LTM),
para lo cual uno de los objetos se cambid y se le permitié al sujeto explorar
durante un tiempo de 10 min. Las sesiones de entrenamiento y LTM se
videograbaron y por analisis de los videos se registro el tiempo de exploracion de
cada uno de los objetos. Se graficé el indice de reconocimiento = tiempo objeto A

o B/(tiempo objeto A + tiempo objeto B).

5.6 Condicionamiento aversivo al sabor (CTA)
Se realizaron dos protocolos conductuales: CTA fuerte (sacarina 0.3%, LiCl 127.0
mg/kg) y CTA débil (sacarina 0.1%, LiCl 47.6 mg/kg). Diez dias después de la
cirugia se inicio la restriccion de agua, el animal recibié acceso a liquidos en dos
periodos, uno por la manana (20 min) y otro por la tarde (10 min), el segundo para
evitar la deshidratacién. Durante 5 dias se realizé la habituacién durante los
consumos de la mafiana y se presentd Unicamente agua en dos bebederos. El dia
6 se infundi6 el vehiculo (Veh) o el MS-275 en la corteza insular de cada
hemisferio. Una hora después se realizé la adquisicion, momento en el que se le
presentaron al sujeto dos bebederos de sacarina durante 20 min al cabo de los
cuales se esperaron 10 min y se administré por via intraperitoneal LICl. El dia 7 se
le presentaron al animal un bebedero de sacarina y otro con agua purificada para
evaluar la memoria de largo plazo (LTM). Se registraron los volumenes de liquido
consumido y se obtuvieron los indices de consumo = Vol de linea base o
sacarina/(vol linea base + Vol sacarina) para la fase de entrenamiento; indice de

consumo = Vol sacarina o agua/(Vol sacarina + Vol de agua) parala LTM

5.7 Extraccion y cuantificacion de proteinas
El analisis de los niveles de acetilacion se realiz6 a través de la cuantificacion de
H4K12ac, debido a que es una modificacion de histona que ha sido asociada al
proceso de aprendizaje y memoria (Peleg et al., 2010). Para la abundancia de la
acetilacion y BDNF, se sacrificaron animales a diferentes tiempos posteriores al
entrenamiento y se diseco la corteza insular. Una vez disecada la corteza insular,
se homogeneizo en buffer de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1% tritdbn X-100, 0.5%
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deoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM
NaF, 1 mM ortovanadato de sodio, inhibidores de proteasas cOmplete ULTRA
Tabl., Roche) por sonicacion (Branson Sonifer 250) y se mantuvo en agitacion por
15 min en hielo, posteriormente se centrifugé a 12500 rpm, 20 min, 4 °C (Hermle Z
233 MK-2), el sobrenadante recuperado se guardd en un tubo. Las muestras
fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso.

La cuantificacion de proteinas se realiz6 por el método de Bradford, el cual
se basa en la utilizacion de un colorante (azul brillante de Coomasie G-250) que
en soluciones acuosas y en presencia de acido fosférico presenta coloracion
parda, mientras que al encontrarse frente a una proteina forma un complejo con
ella (principalmente con aminoécido basicos) adquiriendo coloracion azul
(Bradford, 1976). Se empleo el reactivo de Bradford (5000006, BioRad) que fue
diluido y filtrado segun las recomendaciones del producto. Los estandares de
proteina fueron preparados con albumina de suero bovino (BSA, A9418, Sigma-
Aldrich) a concentraciones de 0.1250, 0.0250, 0.0375, 0.0750, 0.1500, 0.1875 y
0.2250 ug/ul. Las determinaciones se realizaron por triplicado colocando 20 ul del
estandar (o de las muestras diluidas) en el pozo de la microplaca y posteriormente
se adicionaron 180 ul del reactivo de Bradford. Se incub6 5 min para posterior
medicién en lector de microplacas a longitud de onda de 630 nm. La concentracion
de proteina de las muestras se obtuvo por interpolacion de la absorbancia en la

curva de calibracion y multiplicacion por el factor de dilucién empleado.

5.8 Electroforesis e inmunoblot
La electroforesis se realizé en gel de poliacrilamida al 12% (80 mV, 2h) y se
cargaron 30 pg por muestra. Posteriormente se realizé la transferencia humeda
(100 V, 1h) a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Immun-Blot®,
BioRad). Las membranas de PVDF fueron bloqueadas con BSA al 5% en solucion
buffer de trizma adicionada con triton (TBST; 150 mM NacCl, 100 mM trizma base,
0.1% triton X-100; Sigma-Aldrich) e incubadas una noche con los anticuerpos
primarios anti-H4K12ac (1:1000, rabbit, Abcam, ab-61238), anti-BDNF (1:500,
rabbit, ANT-010, Alomone Labs) o anti- GAPDH (1:1000, rabbit, Sigma, G9545).
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Después de la incubacién del anticuerpo primario, las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario anti-rabbit acoplado a peroxidasa de
rabano, HRP (1:5000, Invitrogen, 656,120). Todos los anticuerpos fueron
incubados en BSA al 3% en TBST. El revelado de las membranas fue realizado
utilizando el substrato quimioluminiscente (Immobilon™ Western chemiluminiscent
HRP substrate, WBKLS, Millipore) y registrado en el escaner C-Digit® (LI-COR). El
andlisis densitométrico fue realizado utilizando el software Image-J (NIH,
Bethesda). Las densidades de BDNF (en el inmunoblot se observaron
principalmente dos bandas, la banda elegida corresponde al BDNF maduro
aproximadamente de 14 kDa), de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH, Unica banda de aproximadamente 35 kDa) y de H4K12ac (Unica banda
de aproximadamente de 11 kDa) fueron obtenidas por la cuantificacion del
porcentaje del area ocupada por la banda. Las expresiones relativas fueron
calculadas por el cociente de la densidad de BDNF o H4K12ac y la densidad de
GAPDH todas ajustadas al control.

5.9 Tincion de Nissl
Al término de la prueba de LTM, los ratones fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital monosodico (100 mg/kg). Se realizé la perfusion
intracardiaca con SSI y con paraformaldehido (PFA) al 4% disuelto en solucién
buffer de fosfatos (PBS) al 0.1 M. los cerebros fueron removidos, fijados en
solucion de PFA al 4% y almacenados por al menos 1 semana. Los cerebros se
mantuvieron en una solucion de sacarosa al 30% durante al menos 2 dias antes
de realizar los cortes coronales. Los cortes coronales de 40 um se realizaron en
un criostato (CM1520, Leica) y fueron colocados en portaobjetos de vidrio
previamente gelatinizados. Los cortes fueron tefiidos siguiendo el protocolo de la
Tincion de Nissl: fueron hidratados en concentraciones decrecientes de etanol
desde etanol 90% hasta agua destilada. Los cortes fueron sumergidos en acetato
de violeta de cresilo (violeta de cresilo al 0.5%, acido acético glacial al 0.3%, en
agua destilada) durante 2 min. El exceso de colorante fue lavado con agua

destilada; se continué con inmersiones en etanol al 50% durante 1 min.
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Posteriormente los cortes fueron lavados con etanol acido (acido acético glacial al
1% en etanol al 70%) durante 2 min. Finalmente los cortes coronales fueron

deshidratados y montados con resina sintética como medio de montaje.

5.10 Analisis estadistico
Los datos fueron analizados usando el programa GraphPad Prism, version 8.0.
Los datos fueron graficados como la media £ SEM. Para el andlisis conductual se
realiz6 ANOVA de una via con una prueba post hoc de Bonferroni. Para el analisis
de los inmunoblots se realiz6 la prueba U de Mann Whitney de dos colas. En todos
los analisis estadisticos se considero0 una P<0.05 como estadisticamente

significativa.
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6.1 El entrenamiento fuerte, pero no el débil, induce formacion de
memoria de reconocimiento asociado al incremento en BDNF
Para el modelo de reconocimiento de objetos, la “intensidad” del estimulo per se
no se puede modificar, sin embargo si es posible hacerlo sobre el entrenamiento
en cuanto a su duracién, por lo cual desde este punto en adelante, se considerara
como “intensidad de entrenamiento” a la duracion de la exposicion a los objetos.
Con la intencion de evaluar los efectos de la intensidad del entrenamiento
sobre la consolidacion de la memoria, realizamos dos protocolos para la memoria
de reconocimiento de objetos, por lo que modificamos la duracién del
entrenamiento (Figura 15a), estableciendo un entrenamiento débil (3 min) que no
genera LTM (Figura 15b). Por otro lado, los animales con entrenamiento
denominado fuerte (10 min) si generaron LTM (Figura 15c). De acuerdo a estas
diferencias asociadas a la intensidad del entrenamiento, decidimos analizar el
curso temporal de BDNF asociado a la consolidacion de la memoria. En el analisis
de los inmunoblots para BDNF, se observaron dos bandas: una de
aproximadamente 32 kDa que corresponde al proBDNF, la segunda banda de
aproximadamente 14 kDa corresponde a la forma madura de BDNF; Unicamente
se realiz6 la cuantificacion de la forma madura. El andlisis temporal de la
abundancia de BDNF (Figura 16a) mostré que los niveles de esta neurotrofina se
mantienen en nivel basal, posterior al entrenamiento débil (Figura 16c), mientras
gue los niveles de BDNF incrementaron hacia las 4 h posterior al entrenamiento

fuerte (Figura 16c¢).
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Figura 15. La formaciéon de la memoria de largo plazo (LTM) depende de la intensidad del
entrenamiento. a) Diagrama para la evaluacion de la memoria de largo plazo en condiciones
de entrenamiento débil y fuerte. b) Los animales (n=8 por grupo) fueron entrenados con dos
objetos idénticos (A) durante 3 minutos, 24 horas después fueron evaluados con un objeto
familiar (A) y un objeto novedoso (B) durante 10 minutos. Los animales no mostraron LTM. c)
Los animales (n=8 por grupo) fueron entrenados durante 10 minutos con dos objetos idénticos
(A); 24 horas mas tarde fueron evaluados con un objeto familiar (A) y un objeto novedoso (B)
durante 10 minutos. El andlisis estadistico mostré que Unicamente los animales entrenados en
el protocolo fuerte reconocen el objeto novedoso, evidenciado por un incremento en la
exploracién del objeto nuevo. ***p<0.001 ANOVA de una via post-test Bonferroni

a7




b o Analisis de los eventos moleculares inducidos
Neufotfiﬁ:;;"de"i por la inhibicién de la HDAC1 que modifican la memoria
Aprendizaje y la Memoria Gerardo Ramirez-Mejia

a) C Entrenamiento 1 4 8 hrs b) I C ¥ 1 " 4 " 8 *hrS
DFDFDFDEF
- ———— —

[ETEED
Diseccion
Diseccion

s I i BDNF
Débil: 3 min GAPDH m
Fuerte: 10 min

C) 2.0~

1.5+

1.0' b D C
= 1hr
= 4hrs

0.5- B 8hrs

'] L
1 L)

Expresion relativa BDNF
(unidades arbitrarias)

Debil Fuerte

Figura 16. La expresion de BDNF depende de la intensidad del entrenamiento. a)
Diagrama experimental para la extraccién total de proteinas de la corteza insular (IC) en
animales con entrenamiento débil (D) y fuerte (F). b) Inmunoblots representativos para BDNF y
GAPDH. c) Analisis de los inmunoblots a las 0 horas (control, C, n=5), 1 hora (n=5), 4 horas
(n=5), 8 horas (n=5) después del entrenamiento débil y fuerte. c) El entrenamiento débil no
indujo incremento en la expresion de BDNF, mientras que el entrenamiento fuerte incrementa la
expresion de BDNF a las 4 y 8 horas post-entrenamiento. *p<0.05 U de Mann-Whitney de dos
colas. La expresion relativa fue calculada dividiendo la densidad de BDNF entre la densidad de
GAPDH.

6.2 La inhibicién de las HDACs de clase | en la corteza insular
favorece la consolidacion en el entrenamiento débil, pero
impide la consolidacion en el entrenamiento fuerte

Una vez establecidos los modelos conductuales, procedimos a evaluar los efectos
de la inhibicion de las HDACs de clase | en la formacion de la memoria. Para
analizar este punto, inyectamos el inhibidor de HDACs de clase |, MS-275, en la
corteza insular 1 h antes de la fase de entrenamiento débil y fuerte y al siguiente
dia se evalu6 la LTM (Figura 17b). Durante la fase de entrenamiento, todos los
grupos exploran de manera semejante ambos objetos. El andlisis de la LTM indica
gue la inyeccion de MS-275 en la corteza insular potencia la consolidacion del
ORM en condiciones débiles de entrenamiento (Figura 17c). Por otro lado, la

inyeccion de MS-275 en la corteza insular bloquea la consolidacion del
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entrenamiento fuerte, evidenciado en la incapacidad de los animales para
reconocer el objeto nuevo (Figura 17d).

Estos resultados indican que la inhibicién de las HDACs de clase | en la IC
afecta la formacion de memoria de manera dependiente de la intensidad del
estimulo debido a que potencia la formacion de memoria en condiciones débiles

de entrenamiento, mientras que la bloquea en condiciones fuertes.
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Figura 17. La inhibicidn de las HDACs de clase | potencia la formacién de memoria en
condiciones débiles, mientras que bloquea la formacién de memoria en condiciones
fuertes. a) Cortes coronales representativos con su diagrama correspondiente. La zona azul
representa el area correspondiente a la corteza insular (Modificado de Dong, 2008). b)
Diagrama experimental. Los animales fueron inyectados con solucion vehiculo o MS-275 en la
corteza insular, 1 hora mas tarde se expusieron a dos objetos idénticos (A) durante 3 minutos
(débil) o 10 minutos (fuerte). Al siguiente dia fueron expuestos a un objeto familiar (A) y uno
novedoso (B) por 10 minutos. c¢) Los grupos de entrenamiento débil (n=8 por grupo) mostraron
exploracion semejante de los objetos durante la fase de entrenamiento. En la evaluacion de la
LTM, soélo el grupo MS-275 muestra mayor exploracion por el objeto novedoso (B). d) Los
grupos de entrenamiento fuerte (n=8 por grupo) mostraron exploracion semejante por los
objetos durante la fase de entrenamiento. En la evaluacién de la LTM Unicamente el grupo
vehiculo reconoce el objeto novedoso (B). *** p<0.001 ANOVA de una via post-test Bonferroni.
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6.3 Lainhibicion de las HDACs de clase | induce incremento en la
acetilacion de histonas y en los niveles de BDNF de manera
dependiente de la intensidad del estimulo

Con la finalidad de conocer si el MS-275 induce la inhibicién de las HDACs de
clase |, realizamos el analisis de los niveles de acetilacion de histonas como un
control, para ello se utilizé el anticuerpo contra H4K12ac, marca de acetilacion que
ha sido asociada a la formacién de la memoria (Guan et al., 2009; Peleg et al.,
2010). Diferentes grupos de animales fueron sacrificados inmediatamente después
de la inyeccion (control, C) y 1, 4 y 8 hrs posterior al entrenamiento, para obtener
la IC y realizar extracciones de proteina total para el andlisis por inmunoblots
(Figura 18a). Posterior al entrenamiento débil, el grupo vehiculo no mostro
cambios en los niveles de H4K12ac, mientras que el grupo MS-275 mostré
incremento de H4K12ac a las 1 y 4 hrs (Figura 18c).

Con la finalidad de analizar el efecto de la inhibicion de las HDACs de clase
| y la intensidad del estimulo sobre la abundancia de BDNF, se realizé el analisis
del curso temporal de esta neurotrofina. El analisis del curso temporal en la
abundancia BDNF no mostr6 cambios en el grupo vehiculo post entrenamiento
débil, mientras que el grupo MS-275 mostr6 incrementos de BDNF hacia las 4y 8
hrs post entrenamiento (Figura 18d). Después del entrenamiento fuerte, el grupo
vehiculo mostré un incremento en los niveles de H4K12ac Unicamente 1 hr post
entrenamiento, mientras que el grupo MS-275 mostré incremento sostenido desde
1 hr hasta 8 hr post entrenamiento (Figura 18f). Por otro lado, en el grupo vehiculo
con entrenamiento fuerte, los niveles de BDNF se incrementaron hacia las 4 hrs
post entrenamiento; sin embargo el grupo MS-275 mostré un incremento temprano

en BDNF hacia 1 hr post entrenamiento (Figura 18g).
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Figura 18. La inhibicidon de las HDACs de clase | modifica la acetilacion de histonas y la
expresion de BDNF en un patrén temporal diferente. a) Se inyecté vehiculo o MS-275 en la
IC; 1 h después se realizd el entrenamiento débil o fuerte. Diferentes grupos de animales
fueron sacrificados a diferentes tiempos posterior al entrenamiento (n=6 por grupo por tiempo).
b) Inmunoblots representativos para H4K12ac, BDNF y GAPDH en condiciones débiles. c)
Abundancia de H4K12ac posterior al entrenamiento débil. El grupo vehiculo no mostré
incrementos en los niveles de H4K12ac, mientras que el grupo MS-275 mostré incremento de
H4K12ac 1 h y 4 hr post entrenamiento. d) Abundancia de BDNF en condiciones débiles. El
grupo vehiculo no mostré6 cambios en la expresion de BDNF mientras que el grupo MS-275
mostré incremento a las 4 h post entrenamiento. €) Inmunoblots representativos para H4K12ac,
BDNF y GAPDH en condiciones fuertes. f) Abundancia de H4K12ac en condiciones fuertes. El
grupo vehiculo mostré un incremento 1 h post-entrenamiento, mientras que el grupo MS-275
mostro incremento 1, 4 y 8 h post entrenamiento. g) Abundancia de BDNF en condiciones
fuertes. El grupo vehiculo mostro incremento en la expresion de BDNF 4 h post entrenamiento,
mientras que el grupo MS-275 mostr6 incremento 1 h post entrenamiento. *p<0.05; **p<0.01;
p<0.001 Mann-Witnev de dos colas.
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6.4 La inhibicion de la actividad de los receptores TrkB revierte
el efecto inducido por la inhibicién de las HDACs de clase |
de manera dependiente del tiempo

De acuerdo con los resultados anteriores, es posible que esta diferencia temporal
en la expresion de BDNF sea la responsable de potenciar la consolidacion en
condiciones débiles (4 y 8 hrs) y de bloguearla en condiciones fuertes (1 y 4 hrs)
(figuras 18d y 189) debido al posible efecto negativo asociado al exceso de BDNF
(Cunha et al., 2009). Con la finalidad de comprobar esta hipétesis realizamos la
inyeccion de MS-275 en la IC, mas tarde realizamos el entrenamiento débil y
posteriormente realizamos inyecciones de vehiculo o del inhibidor de los
receptores TrkB, K252a, a las 4 o 8 hrs post entrenamiento, al siguiente dia
realizamos la evaluacion de la LTM (Figura 19a).

Los resultados mostraron que en el grupo inyectado con K252a 4 hrs post
entrenamiento, se evita la consolidacion de la LTM ya que este grupo explora de
manera semejante ambos objetos (Figura 19b). Por otro lado, la inyeccion de
K252a 8 hrs post entrenamiento no logré revertir la potenciacion sobre la
formacién de la LTM inducido por el MS-275 (Figura 19c).
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Figura 19. La potenciacién de la formacion de la memoria en el entrenamiento débil,
inducida por la inhibicion de las HDACs de clase |, depende de la actividad de los
receptores TrkB a las 4 hrs post entrenamiento. a) Diagrama experimental. Los animales
fueron inyectados en la IC con MS-275, 1 h mas tarde se realiz6 la fase de entrenamiento débil
(3 min); diferentes grupos de animales (n=8 por grupo) fueron inyectados 4 o 8 h con solucion
vehiculo o K252a. Al siguiente dia se realizé la evaluacion de LTM durante 10 min. b) En la
fase de entrenamiento los animales exploraron de manera semejante ambos objetos. La
evaluacion de LTM en los animales inyectados 4 h post entrenamiento mostré que Unicamente
el grupo vehiculo reconoce el objeto novedoso (B), mientras que se revirtio el efecto en el grupo
K252a. ¢) La evaluacion de la LTM mostré que el grupo vehiculo y el grupo K252a exploraron
mas tiempo al objeto novedoso (B). ***p<0.001 ANOVA de una via post-test Bonferroni.

De manera semejante realizamos la inyeccién de MS-275 en la corteza
insular, 1 hr mas tarde realizamos el entrenamiento fuerte; 1 y 4 hrs post-
entrenamiento se realizaron inyecciones de vehiculo o de K252a (Figura 20a). El
analisis mostré que el grupo inyectado con K252a 1 hr posterior al entrenamiento
es capaz de reconocer el objeto nuevo, revirtiendo el bloqueo sobre la formacion
de la LTM inducido por el MS-275 (Figura 20b); por otro lado, el grupo inyectado
con K252a 8 hrs post entrenamiento no logré reconocer el objeto novedoso
(Figura 20c).
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Figura 20. El bloqueo de la formacién de la memoria en el entrenamiento fuerte, inducido
por lainhibicion de las HDACs de clase |, depende de la actividad de los receptores TrkB
1 hora post entrenamiento. a) Diagrama experimental. Los animales fueron inyectados en la
IC con MS-275, 1 h mas tarde se realiz6 la fase de entrenamiento fuerte (10 min); diferentes
grupos de animales (n=8 por grupo) fueron inyectados 1 o 4 h con solucién vehiculo o K252a.
Al siguiente dia se realiz6 la evaluacion de LTM durante 10 min. b) En la fase de entrenamiento
los animales exploraron de manera semejante ambos objetos. La evaluaciéon de LTM en los
animales inyectados 1 h post entrenamiento mostré que el grupo vehiculo no reconoce el objeto
novedoso (B), mientras que el grupo K252a si lo hace, mostrado por un incremento en el indice
de reconocimiento. c¢) La evaluacién de la LTM mostré que el grupo vehiculo y el grupo K252a
no logran reconocer al objeto novedoso (B). ***p<0.001 ANOVA de una via post-test Bonferroni.

Estos resultados sugieren que el incremento de BDNF 4 hrs posterior al
entrenamiento esta asociado a la consolidacion de la memoria de reconocimiento
en condiciones débiles de entrenamiento; por otro lado, el incremento temprano de

BDNF 1 hr post entrenamiento parece alterar el proceso de consolidacion,

evitando la formacion de la LTM en condiciones fuertes de entrenamiento.

6.5 La inhibicibn de las HDACs de clase | modifica el
establecimiento del condicionamiento aversivo al sabor de
manera dependiente de la intensidad del estimulo

Con la finalidad de corroborar los efectos de la inhibicion de las HDACs de clase |

en la memoria de reconocimiento, se realizé un protocolo semejante con el modelo
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de condicionamiento aversivo al sabor (CTA, Figura 2la). Los resultados
obtenidos son semejantes al ORM: la inhibicion de las HDACs de clase | en
condiciones débiles de entrenamiento potencian la consolidacion del CTA
mostrado por la disminucion en el consumo de sacarina en comparacion con el
consumo de agua (Figura 21b), por otro lado, la inhibicion de las HDACs de clase |
bloquea la consolidacion del CTA en condiciones fuertes de entrenamiento

evidenciado por el consumo semejante de agua y sacarina (Figura 21c).

Licl

10 min I 24h T T
Veh 3 3 -
MS-275 ‘\

Entrenamiento LTM
Débil: Sac 0.1%, LiCl 48 mg/kg
Fuerte: Sac 0.3%, LiCl 127 mg/kg

a)

ﬂ,l‘
~UE

b) Débil ) Fuerte
1.0 » 1.0+
o o
5 os 5 0.8 —
E E
g 0.6 § 0.6
= 044 5 0.4+
© T
@ @
£ 02 [ R} £ 0.2 /| LB
= [ Agua = 3 Agua
0.0 - Sacarina 0.0 Wl Sacarina
Veh MS 2?5 Veh MS 275 Veh MS-275 Veh MS-275
' Entrenamiento H LTM ' l Entrenamiento o LTM l

Figura 21. La inhibicion de las HDACs de clase | ocasiona un efecto diferencial,
dependiente de la intensidad del estimulo, sobre la formacién de la aversion
condicionada al sabor. a) Diagrama experimental. El dia del entrenamiento, a los sujetos
experimentales se les inyectd en la corteza insular solucion vehiculo o MS-275, 1 h més tarde
se les presentaron, durante 20 min, dos bebederos con sacarina 0.1% (CTA Débil) o 0.3%
(CTA Fuerte), 10 min después se realiz6 la inyeccion intraperitoneal de LiCl a las dosis de 48
mg/kg (CTA Débil) o 127 mg/kg (CTA Fuerte); al siguiente dia se les presentaron un bebedero
de agua y uno de sacarina para la evaluacion de la memoria de largo plazo (LTM). b)
Entrenamiento débil. Se comparan los consumos de agua durante la linea basal y el consumo
de sacarina en el entrenamiento, no se observan diferencias. En la evaluacion de la LTM,
Unicamente el grupo MS-275 mostré aversion por la sacarina, denotado por una disminucién en
el consumo. c) Entrenamiento fuerte. Se comparan los consumos de agua durante la linea
basal y los consumos de sacarina durante el entrenamiento, no se observan diferencias. En la
evaluacion de la LTM, el grupo vehiculo mostr6 aversion por la sacarina, mientras que el grupo
MS-275 consume indistintamente agua 0 sacarina. **p<0.01, **p<0.001 ANOVA de una via
post-test Bonferroni.

55




Laboratorio d Analisis de los eventos moleculares inducidos
abo LS o X

Neumbiﬁggg’d; por la inhibicién de la HDAC1 que modifican la memoria
Aprendizaje y la Memoria Gerardo Ramirez-Mejia

56




b - Analisis de los eventos moleculares inducidos

aboratorio de por la inhibicion de la HDAC1 que modifican la memoria
Neurobiologia del B .,

Aprendizaje y la Memoria Gerardo Ramirez-Mejia

7. Discusion
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La formacion de la memoria se refiere a un proceso en el cual la informacion pasa
de corto a largo plazo a través de la consolidacion, evento en el cual se requiere la
expresion geénica y la sintesis de proteinas. Se ha demostrado que las
modificaciones epigenéticas como la acetilacion de histonas regulan positivamente
la expresion de genes como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
una molécula necesaria para la consolidacion. Diversos estudios indican que las
desacetilasas de histona (HDACSs) regulan negativamente la formacion y el
mantenimiento de la memoria (Guan et al., 2009; MacQuown et al., 2011; Bahari-
Javan et al.,, 2011) y los niveles de acetilacion de histonas parece estar
estrechamente asociado con las condiciones de entrenamiento (Uchida et al.,
2017). En este sentido, se ha demostrado que la inhibicién de las HDACs puede
generar un efecto positivo en la formacién de la memoria, sin embargo poco se
han estudiado los efectos de dicha inhibicion tiene sobre el curso temporal e
impacto de moléculas asociadas a la formacién de la memoria, como lo es la
neurotrofina BDNF.

Los resultados muestran que la inhibicion de las HDACs de clase | por el
MS-275 tiene efectos positivos y negativos sobre la formacion de la memoria
gustativa y de reconocimiento, determinados por la intensidad del entrenamiento;
dichos cambios podrian ser explicados por incrementos temporales de la
abundancia de BDNF, importante en la formacion y mantenimiento de la memoria
(Barco et al., 2006). A nivel conductual se corroboré en dos modelos conductuales
(CTA y ORM) que en condiciones débiles de entrenamiento, la inhibicién de las
HDACSs de clase | favorece la consolidacion; mientras que en condiciones fuertes,
la inhibicién de las HDACs de clase | evita la formacién de memoria (figuras 17 y
21). Este resultado es interesante debido a que hay evidencia que muestra que los
inhibidores de las HDACs favorecen la memoria (Guan et al., 2009; MacQuown et
al., 2011; Bahari-Javan et al., 2011), pero s6lo un reporte previo mostré que la
administracion cronica de los inhibidores de las HDACs pueden ejercer efectos
negativos en la memoria y que existe correlaciéon de la abundancia de BDNF con

la incapacidad de consolidar una memoria (Adler y Schmauss, 2016). En el
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presente proyecto mostramos que favorecer la expresion BDNF a través de la
inhibicion de las HDACs de clase | puede generar dos efectos diferenciales que
dependen de la intensidad del entrenamiento; ademéas también mostramos que la
desregulacion temporal y discreta en la abundancia de BDNF ocasionada por la
inhibicion de las HDACs de clase | genera efectos contraproducentes en la
formacién de la memoria. El andlisis de los niveles de acetilacion de histonas del
presente trabajo muestra que en condiciones débiles de aprendizaje de
reconocimiento, existe un incremento en los niveles de H4K12ac inducida por la
inhibicion de las HDACs de clase | cuya temporalidad coincide con el incremento
en la abundancia de BDNF y la mejora cognitiva. Por otro lado, en condiciones
fuertes de entrenamiento, el grupo MS-275 mostr6 un incremento en los niveles de
acetilacion incluso a las 8 hrs post entrenamiento, lo cual indica que otros genes
pueden ser desregulados y que también pueden contribuir a impedir la formacién
de la memoria; en este sentido un analisis mucho mas profundo para determinar
los otros genes que pudieran desregularse, ayudaria a aclarar aiun mas la
dindmica temporal de la expresion génica y sus productos que participan en la
formacion de la memoria.

Recientemente se demostré que la HDAC1 (enzima que forma parte de la
clase | y con mayor afinidad por el MS-275) es capaz de unirse a la cromatina en
regiones promotoras del gen de Bdnf y de esta manera regular su expresion (Adler
y Schmauss, 2016). El analisis de la abundancia de BDNF mostré un incremento
en esta neurotrofina a las 4h en condiciones débiles de aprendizaje con la
inhibicién de las HDACs de clase | y podria corresponder con el incremento de
H4K12ac observado a 1 h post entrenamiento. En el caso de las modificaciones
en las condiciones de entrenamiento fuerte, se observé en el grupo vehiculo que
los niveles de BDNF incrementan hacia las 4h (semejante al grupo MS-275-débil),
mientras que en el grupo MS-275-fuerte, los niveles de BDNF incrementan desde
1h post-adquisicion. Estos datos sugieren que la regulacién temporal de la
abundancia de BDNF es importante, ya que el incremento de BDFN alrededor de
las 4 h post entrenamiento parece ser responsable del proceso de formacion de la

memoria de reconocimiento.
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La via de sefalizacion que parece estar mas estrechamente vinculada a las
alteraciones positivas y negativas sobre la formacién de la memoria es la de los
receptores tirosina cinasa B (TrkB), ya que el bloqueo de la actividad de los
mismos revierte los efectos generados por la inhibiciéon de las HDACs de clase |,
sin embargo poco se ha explorado el mecanismo especifico que correlacione a la
actividad mantenida o la sobre-activacion de los receptores TrkB y a sus efectos
negativos sobre la memoria. En este sentido, el presente trabajo muestra que la
inhibicion de las HDACs de clase | ocasiona el incremento de BDNF con diferentes
perfiles temporales que dependen de la intensidad del entrenamiento. El
incremento de BDNF podria activar a los receptores TrkB en diferentes momentos
lo que induce potenciacion o inhibicibn de la formaciéon de la memoria. El
incremento en los niveles de BDNF, especialmente en las condiciones fuertes sélo
podrian explicar la parte temprana en el incremento de los niveles de H4K12ac,
los cuales son mantenidos incluso a las 8 hrs post entrenamiento. Es claro que
una gran variedad de genes se desregulan en las condiciones fuertes de
aprendizaje, los cuales son los que también impactarian en la formacion de la
memoria.

Los resultados asociados a la temporalidad confirman que el momento de
incremento de BDNF posterior al entrenamiento, y su accién sobre el receptor
TrkB es crucial para la adecuada formacion de la memoria, esto debido a que el
antagonismo del receptor TrkB a las 4 h después del entrenamiento débil, evita la
potenciacion de la memoria. Por otro lado, el antagonismo del receptor TrkB hacia
la 1 h post entrenamiento fuerte revierte el bloqueo en la formacién de la memoria,
permitiendo a los animales generar una adecuada LTM. Esto sugiere que los
incrementos de BDNF hacia las 4h son los responsables de inducir la formacién
de la memoria probablemente durante el proceso de consolidacién, mientras que
incrementos similares en tiempos tempranos (1h) evitan la formacion de la LTM
(Figura 20). En este sentido, se ha sugerido que las moléculas asociadas a la
formacion de memoria incrementan su expresion favoreciendo la consolidacion de
la memoria. Aunado a lo anterior, los resultados sugieren que el perfil temporal es

igualmente importante para la consolidacion de la memoria. De esta manera, en
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condiciones débiles el curso temporal de BDNF no se ve afectado, pero si la
abundancia de BDNF; por otro lado en condiciones fuertes, el curso temporal de
BDNF impacta negativamente al proceso de consolidacién. En conjunto, estos
eventos son sugeridos como “perspectiva vertical”, cuando la abundancia de una
proteina es modificada; y “perspectiva horizontal”, cuando el tiempo en el cual
incrementa una proteina es alterada. De acuerdo a lo anterior, el correcto
funcionamiento del sistema para la consolidacién de la memoria requiere que los
productos de expresion génica sean coordinados en cantidad, tiempo y

localizacion (estructura cerebral).
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Figura 22. La inhibicién de las HDACs de clase | incrementa la abundancia de BDNF (4h)
posterior al entrenamiento débil y favorece la consolidacién, pero induce el incremento
temprano de BDNF (1h) posterior al entrenamiento fuerte e impide la consolidacion. a)
Diagrama hipotético del grupo vehiculo de condiciones débiles de entrenamiento. b) Diagrama
hipotético del grupo vehiculo de condiciones fuertes de entrenamiento; se muestra el
incremento de BDNF a las 4 h posterior al entrenamiento. ¢) Diagrama hipotético del grupo con
inhibicion de las HDACs de clase | y entrenamiento débil, el perfil temporal de la abundancia de
BDNF es muy similar a las condiciones del grupo vehiculo con entrenamiento fuerte. d)
Diagrama hipotético del grupo con inhibicién de las HDACs de clase | y entrenamiento fuerte,
se muestra el incremento temprano de BDNF hacia la 1hr post entrenamiento. Las figuras con
marcas de agua indican baja cantidad o inactividad. La cruz roja indica la inhibicion de las
HDACSs de clase I. Las flechas de mayor grosor indican incremento.
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Nuestras aproximaciones experimentales ayudan a sugerir el principio de
una via de sefalizacion (activacion de los receptores TrkB) cuya regulacion en las
condiciones del uso de inhibicion de las HDACs de clase | no se conocen
puntualmente. Es posible que muchos otros genes, aparte de BDNF, sean
afectados por la inhibicion de las HDACs de clase | y las condiciones de
entrenamiento; de manera similar, es posible que la activaciéon de TrkB por el
BDNF se sume a la alteracion de la expresion génica y como consecuencia se
potencie o inhiba la consolidacion de la memoria. Un analisis mas extenso de las
modificaciones moleculares, asi como la regulacién de las vias de sefalizacion
aportaria mas informacion respecto a los aspectos intermedios (vias de
sefalizacion activadas, regulacion nuclear, expresion de RNAs, traduccion, etc.)
sobre los mecanismos finales que modulan la formacion de la memoria.

El analisis mas profundo sobre otras marcas epigenéticas como los niveles
de metilacion del gen de Bdnf aportaria més informacion sobre la dindmica de la
regulacién ya que existe interaccion entre la acetilacién de histonas y la metilacion
del DNA e histonas, por lo cual es probable que como consecuencia de la
inhibicién de las HDACs de clase |, la metilacion de histonas asi como la marca de
5mC disminuyan, mientras que la marca de 5hmC incremente.

Si bien la propuesta esta reducida a lo que podria ocurrir a nivel neuronal, el
analisis de la participacion de células no neuronales en la regulacién de la
actividad de BDNF en estas condiciones ayudaria a entender la dinamica
temporal, asi como a estimar la localizacion de la neurotrofina atendiendo al tipo
celular. Lo anterior es importante, debido a que se ha mostrado que la forma
trunca del receptor (observado principalmente astrocitos) regula negativamente la
actividad de RhoA, lo que favorece la actividad de cofilina, enzima que
desestabiliza el citoesqueleto de actina (Ohira et al., 2006); por otro lado, la forma
completa del receptor a través de la via de PI3K/Akt, regula de manera similar el
proceso, lo cual, de acuerdo a las condiciones del sistema puede estar asociado a
eventos positivos 0 negativos en la plasticidad (Chang et al., 2016; Ohira et al.,
2006). Un posible andlisis indirecto de este evento podria ser la densidad de

espinas dendriticas, la cual podria incrementar en las condiciones de inhibicién de
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las HDACs de clase | y entrenamiento débil; por otro lado la densidad de espinas
dendriticas podria disminuir en las condiciones de inhibicion de las HDACs de
clase | y entrenamiento fuerte.

Asi, parece ser posible potenciar la formaciéon de la memoria con la
inhibicion de las HDACs de clase | a través del incremento en BDNF, en
condiciones en las cuales sea dificil establecer una memoria, como lo es el
entrenamiento débil. A pesar de esto, la capacidad “potenciadora” de la inhibicion
de las HDACs de clase | parece ser dependiente de la calidad del entrenamiento o
aprendizaje, ya que también es posible bloquear la consolidacion de la memoria
con la inhibicion de las HDACs de clase |, siendo la Gnica diferencia, la intensidad
del entrenamiento.

En conjunto, los resultados derivados de este trabajo abren nuevas
preguntas para el estudio a profundidad de las relaciones temporales de las

proteinas y su papel en la consolidacion de la memoria.

64




b - Analisis de los eventos moleculares inducidos

aboratorlo de por la inhibicion de la HDAC1 que modifican la memoria
Neurobiologia del B .,

Aprendizaje y la Memoria Gerardo Ramirez-Mejia

8. Conclusiones
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En resumen, el presente proyecto determind lo siguiente:

e EI BDNF se expresa hacia las 4 horas después de un entrenamiento fuerte de
una tarea de memoria de reconocimiento de objetos, pero no se modifica en
condiciones débiles.

e La inhibicién de las desacetilasas de histona (HDACSs) de clase | por el MS-
275, potencia la memoria en condiciones débiles de aprendizaje, pero inhibe la
formacion de memoria en condiciones fuertes.

e La inhibicién de desacetilasas de histona de clase | por el MS-275, favorece el
incremento en la expresion de BDNF posterior al entrenamiento, sin embargo
en condiciones débiles la temporalidad del proceso no se modifica, mientras
que en condiciones fuertes la temporalidad se altera y ocurre de manera
temprana.

e EIl blogueo de los receptores TrkB revierte los efectos de potenciacion (4 h
post-entrenamiento) e inhibicion (1 h post entrenamiento) inducidos por la

inhibicion de desacetilasas de histona.

En conclusion, la inhibicion de las HDACs de clase | y la intensidad del
entrenamiento afectan dos parametros importantes de la abundancia de BDNF.
Por un lado, la cantidad de proteina se incrementada cuando se une la inhibicion
de las HDACs de clase | y una baja intensidad de entrenamiento (perspectiva
vertical); por otro lado, BDNF incrementa de manera temprana cuando se une la
inhibiciéon de las HDACs de clase | y una alta intensidad de entrenamiento
(perspectiva horizontal). Con estos datos, el presente proyecto muestra la
importancia de entender la relacion entre la temporalidad y el incremento de
proteinas asociadas a la consolidacién de la memoria, ademas que contribuye a
identificar posibles ventanas temporales en las cuales el sistema puede ser
susceptible para impedir o potenciar la consolidacién de la memoria.
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9. Perspectivas
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Analizar por ChlP-Seq a los genes cuya expresion puede afectarse debido
a la inhibicion de las HDACs de clase | en las condiciones de entrenamiento
debil y fuerte de la memoria de reconocimiento. Los anticuerpos que
puedan usarse son las diferentes marcas de acetilacion de histonas como
H4K12ac.

Analizar el curso temporal de la expresion de los mMRNAs de los genes
determinados por ChIP-Seq posterior a la inhibicion de HDACs de clase |

en el entrenamiento débil y fuerte de la memoria de reconocimiento.

Determinar la via de sefializacidbn en particular que esta asociada a la
potenciacion e inhibicibn de la memoria de reconocimiento en las

condiciones de entrenamiento débil y fuerte.

Realizar la inyeccién de la proteina BDNF en la corteza insular a diferentes
tiempos posterior al entrenamiento débil y fuerte de la memoria de
reconocimiento para conocer si esta neurotrofina puede inducir los mismos

efectos que la inhibicion de las desacetilasas de histona de clase |I.

Analizar el perfil de liberacion de neurotransmisores por microdialisis y
electroforesis capilar para conocer si la inhibicién de las desacetilasas de
histona modifica la comunicacion neuronal asociada al entrenamiento débil

y fuerte de la memoria de reconocimiento.
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Object recognition memory

There is increasing evidence showing that HDACs regulates BDNF (brain-derived neurotrophic factor) expression
through its interaction with the Bdnf gene promoter, a key regulator to consolidate memory. Although the nu-
clear mechanisms regulated by HDACs that control BDNF expression have been partially described recently, the
temporal events for memory consolidation remain unknown. Hence, in this work, we studied the temporal
pattern for the activation of the BDNF/TrkB pathway through class I HDAC inhibition to enhance object
recognition memory (ORM) consolidation. To this end, we inhibited class [ HDAC into the insular cortex (IC) and
a weak ORM protocol was used to assess temporal expression and function of the BDNF/TrkB pathway in the IC.
We found that cortical class I HDAC inhibition enhanced long-term ORM, coincident with a clear peak of BDNF
expression at 4 h after acquisition. Furthermore, the tyrosine kinase B (TrkB) receptor blockade at 4 h, but not at
8 h, impaired the consolidation of ORM. These results suggest that histone acetylation regulates the temporal
expression of BDNF in cortical circuits potentiating the long-term recognition memory.

suppressing gene expression (Marmonstein and Zhou, 2014; Seto and
Yoshida, 2014). HDACs are classified into four different groups: class [
(including HDACI, 2, 3, and 8), I (HDAC4-7, 9, and 10), III (Sirt1-7),
and IV (HDAC11), but recently class | HDACs seem to be relevant for
memory processes (Guan et al., 2009; McQuown et al., 2011; Bahari
et al., 2012). It has been demonstrated that HDACs activity depends on
the strength of the stimuli and its inhibition boosts histone acetylation

1. Introduction

Memory consolidation is the process in which newly acquired, fragile
information is integrated and stabilized into long-term memory
(McGaugh, 2000). To this end, stimuli entrance during learning process

drives activation of signaling pathways into neuronal circuits to induce
different epigenetic mechanisms, such as histone acetylation to promote
gene expression and de novo protein synthesis, a pivotal mechanism for
memory consolidation (Levenson and Sweatt, 2005, 2006; Day and
Sweatt 2011; Jarome and Helmstetter, 2014). Moreover, the strength of
stimuli determines the neuronal activity including, neurotransmitter
release, signaling pathways activation and firing rate that regulates
histones acetylation turnover (Uchida et al., 2017; Tyssowski et al.,
2018). It has been reported that expression of several memory-related
genes is regulated by histones acetylation/deacetylation mechanisms.
Two main enzymes participate in this process: histone acetyltransferase
(HAT) that acetylates the N-terminal domain of histones to relax chro-
matin and promote gene expression. Contrarily, histone deacetylase
(HDAC) removes acetyl groups from the N-terminal domains,

after training to consolidate long-term memory (LTM; Peleg etal., 2010;
Uchida et al., 2017). In this regard, HDACs activity negatively regulates
memory consolidation and synaptic plasticity (Guan et al., 2009; Graff
and Tsai 2013). Although systemic and intracerebral administration of
unspecific HDAC inhibitors does not affect consolidation of behavioral
tasks in strong training (Bahari-Javan et al., 2012; Ninez-Jaramillo
et al.,, 2013), it enhances the consolidation of weak object recognition
memory (ORM) through chromatin relaxation to induce gene expression
and protein synthesis (Stefanko et al., 2009; Roozendaal et al., 2010;
Hawlk et al, 2011; Chen et al., 2018). Studies report ORM, an
IC-dependent task, as a reliable behavioral model to study molecular
events associated with memory enhancement without altering the
motivational component (food or water deprivation, reward and
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Abbreviations

HAT histone acetyltransferase

HDAC  histone deacetylase

ORM object recognition memory

LTM long-term memory

BDNF brain derived neurotrophic factor
BRD4 bromodomain-containing protein 4
IC insular cortex

BSA bovine serum albumin

DMSO  dimethyl sulfoxide

PVDF polyvinylidene difluoride

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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In this regard, it was reported that bromodomain-containing protein 4
(BRD4) increases its binding to the Bdnf gene promoter to induce BDNF
expression enabling memory consolidation (Sartor et al., 2019). How-
ever, the fundamental questions remain regarding whether and when
BDNF participates in enhancing memory consolidation process.

In this work, our objective was to evaluate whether the enhancement
of temporal expression of BDNF would facilitate a long-term ORM
through class I HDAC inhibition. Therefore, we inhibited cortical class I
HDAC with an injection of MS-275 before a weak training ORM task to
enhance memory consolidation and to evaluate the temporal expression
of BDNF in the insular cortex (IC), a brain area for consolidating the
recognition memory (Balderas et al., 2008; Beldjoud et al., 2015; Ber-
miudez-Rattoni, 2014). Our results showed improved memory consoli-
dation and a reliable peak of BDNF expression at four but not 8 h after
the acquisition. In addition, to corroborate the functional significance of
this BDNF expression, we administrated a TrkB receptor inhibitor at 4 h

LT™M
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*kk
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Fig. 1. Long-term ORM depends on the strength of training. A) Diagram of weak and strong ORM. B) Mice (n = 8) were trained with two identical objects (A) for
3 min single session and 24 h later, long-term memory (LTM) was tested with a familiar object (A) and a novel object (B) for 10 min. One-way ANOVA showed that
mice did not show long-term recognition memory differences, F(3,28) = 13.46; P = 0.4969. C) Mice (n = 8) were trained for 10 min with two identical objects (A)
single session and 24 h later, LTM was tested for with a familiar object (A) and a novel object (B) for 10 min. Mice showed LTM; with one-way ANOVA F(3,28) =
13.46; P < 0.0001; Bonferroni post-hoc test LTM object A vs LTM object B #(28) = 6.331. ***P < 0.0001.

anxiety) (Bermudez-Rattoni et al., 2005; Balderas et al., 2008, 2015;
Blaser and Heyser, 2015; Grayson et al., 2015).

Previous reports have shown a direct interaction between HDACs
activity and the brain-derived neurotrophic factor (Bdnf) gene promoter
(Martinowich et al., 2003; Lubin et al., 2008). The BDNF is a key
regulator of synaptic plasticity, dendritic growth, neuronal survival and
consolidation of memory (Tyler et al., 2001; Bekinschtein et al., 2007;
Ma et al., 2011; Radiske et al., 2017). Thereby, BDNF blockade or in-
hibition of its specific tyrosine kinase B (TrkB) receptor impair synaptic
plasticity and memory consolidation (Alonso et al., 2005; Bekinschtein
et al., 2007, 2008; Callaghan and Kelly, 2013; Rosas-Vidal et al., 2018).

and 8 h after a weak training ORM task with MS-275. The results showed
that the inhibition of the TrkB receptor impaired memory consolidation
when administered at 4 h but not at 8 h. These results suggest a critical
time window of the BDNF/TrkB pathway through which class I HDAC
inhibition enhances ORM consolidation.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Two-month-old (25-30 g bodyweight) female and male C57BL6/J
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Table 1

Total exploration times during long-term memory (LTM). All data are shown
as mean + SEM. A) Total exploration times for weak and strong training from
Fig. 1. B) Total exploration times for vehicle and MS-275 groups from Fig. 3. C)
Total exploration times for vehicle and K252a at 4 and 8 h groups from Fig. 5.

A)

Group LTM

Weak training 14.42 + 3.39
Strong training 12.98 + 2.724
B)

Group LTM

Vehicle 17.70 + 3.131
MS-275 11.82 + 1.985
Q)

Group LTM
Vehicle — 4 h 23.86 + 6.172
K252a-4h 18.36 & 2.917
Vehicle - 8 h 24.08 + 5.544
K252a-8h 11.29 + 3.718

mice were used for all experiments (sex differences were not observed
for behavioral results, figure S1). Mice were housed individually at
18-22 °C, 50-55% humidity, under a 12:12 h light/dark cycle with food
and water ad libitum. All experiments were conducted during the light
period of the cycle. All experiments were approved by Instituto de
Fisiologia Celular (FBR125-18) and complied with the Official Mexican
Standard (NOM-062-Z00-1999).

2.2. Drugs

HDAC inhibitor MS-275 (EPS002, Sigma-Aldrich) was stored at
20 °C in stock solution at 10.84 mM dissolved in dimethyl sulfoxide,
DMSO (D8779, Sigma-Aldrich). MS-275 stock solution was diluted to
3.04 mM with 0.9% saline solution before intra-IC microinfusions.
Vehicle solution had the same concentration of DMSO. The TrkB re-
ceptor inhibitor, K-252a (K-150, Alomone Labs), was stored at —20 °C in
stock solution dissolved in 100 pM DMSO. K-252a stock solution was
diluted to 25 pM with 0.9% saline solution before intra-IC micro-
infusions. Vehicle solution had the same concentration of DMSO.

2.3. Stereotaxic surgery and microinfusions

Mice were anesthetized with 1-1.5% isoflurane (VETone Fluriso™;
Matrx VIP 3000, Midmark) and placed in a stereotaxic apparatus
(51,603, Stoelting) with an incisive adapter for mice (923-B, KOPF in-
struments). A small incision in the scalp was made and the head position
was adjusted to a horizontal plane. Bilateral 23-gauge stainless steel
cannulas (8 mm long, Small Parts, USA) were implanted into IC (AP:
+1.4 mm; ML: 4+3.3 mm; DV: 3.0 mm). The cannulas were anchored
with dental adhesive and dental acrylic cement. Stylets were inserted
into guide cannulas to prevent clogging. Mice were allowed to recover
for 12 days before behavioral procedures.

Microinfusions were performed with a 30-gauge infusion needle
(4000-74-BX, Monoject™) extended 1.0 mm from the tip of the guide
cannula, The microinfusion needle was connected through polyethylene
tubing to a 10 pl Hamilton microsyringe driven by a microinfusion pump
(Cole Parmer Instruments). Intra-IC microinfusions consisted of 0.5 pl
per hemisphere at a rate of 0.25 pl/min and 1 min for diffusion.

2.4. Object recognition memory (ORM)

Apparatus consisted of a wooden square arena (33 cm x 33 cm x 30
cm) coated with enamel paint, covered with a thin sawdust layer and a
rectangular black and white striped cue. The objects to be discriminated
were different Lego™ figures with dimensions 3.0 cm x 5.0 cm x 4.5 em.
During three consecutive days, mice were handled for 1 min and
immediately after, mice were positioned into the arena without any
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object for 5 min (habituation). During the training phase, mice were
placed into the arena with two identical objects (A). The distance be-
tween objects was 15 cm. Mice were allowed to explore the objects for 3
min (weak training) or 10 min (strong training). Twenty-four hours
later, the long-term memory (LTM) test was performed. For LTM test,
the mice were placed into the arena with a familiar object (A) and a
novel object (B). Mice were allowed to explore objects for 10 min. Arena
and objects were cleaned between trials with 70% ethanol to avoid odor
cues. A video camera was mounted above the apparatus to record trials
with Debut Video Capture-NCH computer software version 5.73. Each
object exploration time was quantified offline with the BORIS software
(Friard and Gamba, 2016). A mouse was scored as exploring an object
when its head was oriented toward the object within a distance of 1 em
or when the nose was touching the object. The recognition index was
calculated by dividing the exploration time of object A or B by the total
exploration time (A + A or A + B). Mice with a recognition index limits
at 0.4 or 0.6 during the training phase were included for all experiments.

2.5. Immunoblotting

For timeline gene expression, a control group (C, n = 5 weak, n = 5
strong) was sacrificed 24 h after the last habituation. Different groups of
mice were sacrificed after training, sham mice were sacrificedat1 (n=5
weak, n = 5 strong), 4 (n = 5 weak, n = 5strong), and 8 (n = 5weak,n =
5 strong). For the class I HDAC inhibition experiments, a control group
(C) of mice were injected with vehicle (n = 7) and another group with
MS-275 (n = 7) into IC and immediately sacrificed. Mice were injected
with vehicle or MS-275 1 h before weak training and sacrificed at 1 (n =
7 vehicle, n = 7 MS-275), 4 (n = 7 vehicle, n = 7 MS-275), 8 (n = 7
vehicle, n = 7 MS-275) hours after weak training. IC was dissected and
stored at —20 °C until homogenization. Tissues were sonicated (Branson
Sonifier 250) in ice-cold lysis buffer containing: 150 mM NacCl, 50 mM
NaF, 12 mM sodium deoxycholate, 3.5 mM sodium dodecyl sulfate, 1.6
mM EDTA, 1 mM EGTA, 50 mM Tris-HCI, 16.5 mM Triton X-100, 1 mM
sodium orthovanadate (all purchased from Sigma-Aldrich), with ¢cOm-
plete™ protease inhibitor Cocktail (11,697,498,001, Roche). The
homogenated solutions were centrifuged at 12,500 rpm for 20 min at
4 °C (Hermle Z 233 MK-2). The supernatants were collected and used to
quantify total protein by Bradford’s method (5,000,006, Bio-Rad). For
BDNF and H4K1 2ac analysis, all samples were adjusted to 30 pg of total
protein. Electrophoresis was performed in 12% acrylamide gels, 85V, 2
h. Transference was performed at 100V, 1 h to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes (Immun-Blot®, Bio-Rad). PVDF membranes were
blocked with 5% bovine serum albumin (BSA) in trizma buffer solution
additioned with triton (TBST; 150 mM NacCl, 100 mM trizma base, 0.1%
triton X-100; all purchased from Sigma-Aldrich) and incubated over-
night with primary antibodies anti-H4K12ac (1:1000, rabbit, Abcam,
ab-61238), anti-BDNF (1:500, rabbit, ANT-010, Alomone Labs) or anti-
GAPDH (1:1000, rabbit, Sigma, G9545). After primary antibody incu-
bation, membranes were incubated with HRP-conjugated goat anti-
rabbit (1:5000, Invitrogen, 656,120). All antibodies were incubated in
3% BSA in TBST. Bands were developed using Immobilon™ Western
chemiluminiscent HRP substrate (WBKLS; Millipore) and visualized on
C-Digit® blot scanner (LI-COR). Densitometry was performed using
Image-J software (NIH, Bethesda). BDNF and glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) densities were obtained by quan-
tifying the area percentage occupied by the band. Relative expression
was calculated by the division of BDNF density by GAPDH density and
adjusted to the control.

2.6, Nissl stain

After the LTM test, mice were sacrificed with an overdose of intra-
peritoneal pentobarbital monosodium (100 mg/kg). Intracardial perfu-
sion was performed with isotonic saline solution and pre-fixed with 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer solution. Brains were
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Fig. 2. BDNF expression depends on the strength of training. A) Diagram of weak and strong training and post-training times for total protein samples from
insular cortex (IC). B) Representative immunoblots for BDNF and GAPDH. C) Immunoblot analysis of BDNF at 0 h (control, C,n=5),1h(n=5),4h(n=5),8h (n
= 5) after weak (w) or strong (s) training. Weak training did not induce increments in BDNF expression, whereas strong training increased BDNF expression at 4 h
post-training session. Two-tailed Mann-Whitney test control (C) weak vs 1 h weak U = 12.50, P > 0.9999; control (C) weak vs 4 h weak U = 7.00, P = 0.2778; control
(C) vs 8 h weak U = 9.50, P = 0.5952; control (C) strong vs 1 h strong U = 5.00, P=0.1349; control (C) strong vs 4 h strong U = 0.00, P=0.0079; control (C) strong vs
8 hstrong U = 2.00, P=0.0317. Relative expression was calculated by dividing the brain derived neurotrophic factor (BDNF) density by glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) density. All data are shown as mean + SEM. **P < 0.01, *P < 0.05.

removed and fixed in a 4% paraformaldehyde solution and stored for 1 glacial acetic acid in distilled water) per 2 min; stain excess was washed
week. Brains were treated with 30% sucrose at least 2 days before with distilled water following immersions in 50% ethanol per 1 min.
slicing. Brains were sliced using a cryostat (Leica, CM1520) in 40 pm After that, slices were washed with ethanol acid (1% glacial acetic acid
section and mounted on gelatin coated microscope slides. Slices were in 70% ethanol) for 2 min. Finally, slices were dehydrated and mounted
stained with modified Nissl protocol, briefly: hydration with decreasing with a resin mounting medium.

ethanol concentration solutions, from 90% to distilled water. Slices were
immersed in cresyl violet acetate (0.5% cresyl violet acetate, 0.3%
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Fig. 3. Class I HDAC inhibition into IC promotes LTM of ORM. A) Diagram of microinfusions with vehicle or MS-275 into IC 1 h before mice were trained with
two identical objects (A) for 3 min single session. Twenty-four hours later, long-term memory (LTM) was tested with a familiar object (A) and a novel object (B) for
10 min. B) MS-275 mice (n = 8) showed LTM but vehicle mice (n = 8) did not. C) Diagram of the implantation site of cannulas into IC. One-way ANOVA F(7,56) =
6.983, P < 0.0001; Bonferroni post-hoc test for MS-275 mice, object A vs object B t(56) = 6.691.***P < 0.0001.

2.7. Statistical analysis

For behavioral and biochemical experiments, we used the minimum
sample necessary to obtain a mean and standard deviation required for a
Cohen’s d parameter equals or greater than 0.8 (Lakens, 2013). Data
were analyzed using GraphPad Prism software version 8.0. The
Kolmogorov-Smirnoff test was performed for normal distribution. Data
were plotted as mean + SEM. One-way ANOVA was used with Bonfer-
roni’s post hoc test for behavioral analysis, and a two-tailed Mann

3

Whitney test was performed for immunoblot analysis. In all statistical
analysis P < 0.05 threshold was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Strong but not weak training increases BDNF expression

To assess the effect of training strength on memory consolidation, we
used a weak and strong training ORM task by modifying the exposure
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Fig. 4. Class I HDAC inhibition into IC increases BDNF expression. A) Diagram of microinfusions with vehicle or MS-275 into IC 1 h before weak ORM training
and post-training time dissections. B) Representative immunoblots for BDNF, and GAPDH. C) Immunoblot analysis of BDNF for vehicle (V) or MS-275 (M) mice
immediately after IC injection (control, C, n = 7 vehicle, n = 7 MS-275), 1 h (n = 7 vehicle, n = 7 MS-275), 4 h (n = 7 vehicle, n = 7 MS-275), 8 h (n = 7 vehicle, n =
7 MS-275) after weak training with MS-275 or Veh injections. Weak training with MS-275 but not vehicle induces significant increments in BDNF expression in MS-
275 mice at 4 h post-training session. Two-tailed Mann-Whitney test: control (C) vehicle vs 1 h vehicle U = 13.50, P = 0.1742; C vehicle vs 4 h vehicle U = 14,P =
0.2086; C vehicle vs 8 h vehicle U = 22, P = 0.7803; C MS-275 vs 1 h MS-275 U = 15.50, P = 0.2733; C MS-275 vs 4 h MS-275 U = 0.00, P = 0.0006; C MS-275 vs 8 h
MS-275 U = 19, P = 0.5350. Relative expression was calculated by dividing the BDNF density by glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) density. All

data are shown as mean + SEM. ***P < 0.001.

time to the objects (Fig. 1A). Mice exposed for 3 min to objects in the
sample phase (weak training) did not show long-term recognition
memory one-way ANOVA F(3,28) = 0.8141; p = 0.4969 (Fig. 1B). Mice
exposed for 10 min to the objects in the sample phase (strong training)
established a reliable long-term recognition memory, one-way ANOVA F
(3,28) = 13.46; P < 0.0001, Bonferroni post-hoc test LTM object A vs
LTM object B #(28) = 6.331 P < 0.0001 (Fig. 1C). Mice in strong training
had a higher exploration time (17.92 + 5.094) than mice in weak
training (5.516 + 1.718), while total exploration times during LTM were
similar (Table 1). Given these differences between weak and strong long-
term memory training, we decided to analyze the timeline BDNF
expression after weak and strong training ORM task (Fig. 2A). Repre-
sentative immunoblots for BDNF and GAPDH are shown in Fig. 2B.
Weak training did not induce increases in BDNF expression over time
(Two-tailed Mann-Whitney test: control (C) vs 1 h U = 12.50, P >
0.9999; Cvs 4 h U = 7.00, P = 0.2778; Cvs 8 h U = 9.50, P = 0.5952),
while strong training increased BDNF expression at 4 h, but not at 8 h
after the training session (Fig. 2C; Two-tailed Mann-Whitney test: con-
trol (C) vs 1 h U = 5.00, P = 0.1349; Cvs 4 h U = 0.00, P = 0.0079; C vs
8h U=2.00, P=0.0317). Accordingly, weak recognition memory does
not increase BDNF expression. Therefore, BDNF expression is dependent
on the strength of training.

3.2. HDAC inhibition enhances BDNF expression and facilitates long-term
ORM

As BDNF expression is regulated through HDAC activity (Martino-
wich et al., 2003), we evaluated the effect of the class | HDAC inhibition
with MS-275 on a weak training ORM task (see Fig. 3A). Fig. 3B shows
that class I HDAC inhibition enables the establishment of long-term
ORM (one-way ANOVA F(7,56) = 6.983; P < 0.0001, Bonferroni
post-hoc test LTM vehicle object A vs LTM vehicle object B #(56) = 1.4 P
> 0.9999; LTM MS-275 object A vs LTM MS-275 object B {(56) = 6.691

P < 0.0001), being similar to strong training. However, the possibility
that class I HDAC inhibition could increase the total exploration times
during training was discarded since both groups showed similar explo-
ration times during both training (vehicle group 8.611 + 1.258; MS-275
group 6.801 + 1.231) and LTM test (Table 1). To corroborate the IC’s
microinfusion site, we performed the Nissl staining, as shown in Fig. 3C.
Given the similarities between behavioral effects in strong and weak
ORM with class I HDAC inhibition, we tested the effect of class I HDAC
inhibition with MS-275 on the timeline BDNF expression in a weak ORM
training task (Fig. 4A). To confirm the pharmacological effects of
MS-275 on class I HDAC, we used H4Kl2ac as a signal reporter
(Figure S2). Fig. 4B shows the representative immunoblots for BDNF and
GAPDH at different times after class I HDAC inhibition. The increase of
BDNF expression (Fig. 4C) at 4 h after weak training ORM task as a
consequence of class I HDAC inhibition (two-tailed Mann-Whitney test:
control (C) vehicle vs 1 h vehicle U = 13.50, P = 0.1742; C vehiclevs 4 h
vehicle U = 14, P = 0.2086; C vehicle vs 8 h vehicle U = 22, P = 0.7803;
CMS-275vs 1 hMS-275 U = 15.50, P = 0.2733; C MS-275 vs 4 h MS-275
U = 0.00, P = 0.0006; C MS-275 vs 8 h MS-275 U = 19, P = 0.5350).
Thus, class I HDAC inhibition into IC promotes BDNF expression and
long-term ORM establishment through increased histones acetylation.

3.3. TrkB receptor antagonist impair long-term ORM in a time-dependent
manner

Activation of the TrkB receptor by BDNF has been shown to induce
synaptic plasticity, enhance synaptic transmission and long-term
potentiation, which are mechanisms associated with memory consoli-
dation (Gorski et al., 2003; Bekinschtein et al., 2007). Since class  HDAC
inhibition increased BDNF expression at four and 8 h, we decided to
inject a TrkB receptor inhibitor (K252a) into IC at 4 h and 8 h after a
weak training ORM task with class  HDAC inhibition (Fig. 5A). Intra-IC
administration of K252a at 4 h impairs the establishment of long-term
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ORM, while the vehicle group established a long-term ORM (Fig. 5B;
one-way ANOVA F(5,58) = 7.876; P < 0.0001; Bonferroni post-hoc
object A vehicle vs. object B vehicle #(58) = 5.86 P < 0.0001; object A
K252a vs object B K252a t(58) = 2.219 P = 0.4563). Conversely, intra-IC
administration of K252a at 8 h did not impede long-term ORM, similar
to the vehicle group (Fig. 5C; one-way ANOVA F (5,58) = 32.37; P <
0.0001; Bonferroni post-hoc object A vehicle vs. object B vehicle t(58) =
8.433 P < 0.0001; object A K252a vs. object B K252a t(58) = 9.521 P <

into IC 4 h or 8 h post-training and 24 h
later, LTM was tested with a familiar object
(A) and a novel object (B) for 10 min. B)
K252a group (n = 8) at 4 h showed impair-
ment on LTM, while vehicle group (n = 8)
established a reliable LTM. One-way ANOVA
F(5,58) = 7.876; P < 0.0001; Bonferroni
post-hoc object A vehicle vs object B vehicle
t(58) = 5.86 P < 0.0001; object A K252a vs
object B K252a f(58) = 2.219 P = 0.4563. C)
K252a group (n = 8) and vehicle group (n =
8) at 8 h established a strong LTM. One-way
ANOVA F(5,58) = 32.37; P < 0.0001; Bon-
ferroni post-hoc object A vehicle vs object B
vehicle t(58) = 8.433 P < 0.0001; object A
K252a vs object B K252a t(58) = 9.521 P <
0.0001 All data are shown as mean + SEM.
%P < 0.001.

10 min

0.0001). The possibility that MS-275 injections could affect the total
exploration times was discarded since 4 and 8 h groups showed similar
exploration times during training (4 h group: 9.237 + 1.570; 8 h group:
7.165 + 1.326). Exploration times during the LTM test are shown in
Table 1. Interestingly, the effect of K252a at 4 h on the weak training
ORM task matches with the maximum peak of BDNF expression
observed during the weak training ORM with MS-275 and strong
training ORM. Hence, BDNF activity through the TrkB receptor at 4 h,
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but not 8 h, is necessary to establish a long-term ORM.
4. Discussion

Decades of research suggest that establishing long-term memories
depend on the strength of training (number, duration, or intensity of the
stimuli) (Miller, 2013). Moreover, these strength-training conditions
determine the neuronal activity to enable signaling pathways and
epigenetic mechanisms that permit memory consolidation (Levenson
etal., 2004; Uchida et al., 2017). HDACs activity relies on the strength of
the stimuli and its activity impacts the capacity to form long-term
memories (Guan et al., 2009; Stefanko et al., 2009; Hawk et al., 2011;
Graff and Tsai 2013). In this sense, HDACs maintain the chromatin into a
repressive state and silence gene transcription required for long-term
memory formation (Lattal et al., 2007; Vecsey et al., 2007). It is
possible that although the weakness of the acquired information during
the training phase, the chromatin relaxation induced by class I HDAC
inhibition facilitates the gene expression to enable lasting memory.
Recently, it was reported that HDACs inhibition promotes binding of
BRD4, a nuclear protein, to the Bdnf gene promoter increasing BDNF
expression and establishing long-term memory (Sartor et al., 2019).
Although the nuclear mechanism has been partially described, the
downstream events remain poorly understood. In this work, we aimed to
evaluate the temporal expression of BDNF through class I HDAC inhi-
bition and, consequently, its effects on the consolidation of object
recognition memory. In order to demonstrate this hypothesis, we used
two different strength object recognition training protocols: weak (3
min) and strong (10 min) training ORM tasks, directly associated with
exploration times of the objects during training. We found that strong
training ORM established a reliable long-term memory, but weak
training ORM did not, being a model susceptible to be enhanced through
class I HDAC inhibition. In this regard, it has been reported that un-
specific HDACs inhibitors do not affect consolidation of strong training
behavioral tasks (Bahari-Javan et al., 2012; Nunez-Jaramillo et al.,
2013). Given the differences between weak and strong training ORM on
the long-term memory, we observed a differential timeline pattern of
BDNF expression into the IC after the training. Our results showed that
strong ORM training induced a reliable increase of BDNF expression at
four and 8 h after training. Conversely, a weak training ORM did not
increase BDNF expression and it remains similar to the baseline for up to
8 h. Therefore, these results suggest that BDNF expression depends on
the strength of training. Similarly, previous reports have shown that
different memory tasks, such as associative conditioned taste aversion,
induced significant BDNF expression into the IC (Ma et al., 2011; Wang
etal., 2012), which supports the role of BDNF on memory consolidation.

It has been shown that the Bdnf gene promoter is regulated by his-
tones acetylation (Martinowich et al., 2003; Lubin et al., 2008). In this
regard, in vitro studies have shown that HDAC inhibitors, such as
MS-275, increase Bdnf mRNA expression (Bredy et al., 2007; Lubin et al.,
2008; Intlekofer et al., 2013; Koppel and Timmusk, 2013). Accordingly,
we found that class I HDAC inhibition by intracortical injection of
MS-275 (Khan et al., 2008; Bahari-Javan et al., 2012) enhances BDNF
expression and enables the establishment of long-term memory of a
weak training ORM without altering the total exploration time. Impor-
tantly, we found that BDNF is involved in ORM consolidation, similar to
previous reports (Intlekofer et al., 2013; Radiske et al., 2017). The
timeline pattern of BDNF expression in weak training ORM with class I
HDAC inhibition indicates a remarkable increase at four- and 8-h
post-training. This BDNF expression profile in weak training ORM
with MS-275 mimics the BDNF expression timeline under strong training
conditions, a standard protocol to establish long-term ORM. To
corroborate the pharmacological effects of MS-275 inhibitor on the class
I HDAC activity, we evaluated the expression of H4K12ac as a reporter of
levels of histones acetylation. We found that class I HDAC inhibition
with MS-275 inhibitor increased H4K12ac at 1-h post-training, previous
reports showed a direct interaction between H4Kl2ac and Bdnf
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promoter, and this epigenetic mark has been potentially associated with
the chromatin relaxation and transcription of genes to improve memory
consolidation (Duan et al., 2016; Guan et al., 2009; Intlekofer et al.,
2013; Peleg et al., 2010; Uchida et al., 2017).

As mentioned, BDNF/TrkB pathway improves synaptic plasticity,
synaptic transmission and long-term potentiation, mechanisms that
have been associated with memory consolidation (Gorski et al., 2003;
Bekinschtein et al., 2007; Silhol et al., 2007; Minichiello, 2009; Revest
etal.,, 2014). It has been demonstrated the functional effects of BDNF by
blocking its specific TrkB receptor with K252a, which impairs memory
consolidation and long-term plasticity (Ma et al., 2011; Schjetnan and
Escobar, 2012). Accordingly, we found that TrkB receptor inhibition
with K252a at 4 h post-training impairs ORM consolidation with class I
HDAC inhibition. The inhibition of the TrkB receptor at 8 h does not
block the long-term ORM. Our results are similar to those previously
reported in a fear memory task, which supports the temporal role of
BDNF for recognition memory consolidation (Schulz-Klaus et al., 2013).
Thereby, the results obtained suggest that increased histone acetylation
levels due to class I HDAC inhibition regulate the BDNF/TrkB pathway
activation. The effects of this activation occurred in a time-dependent
manner to consolidate long-term ORM. In addition, these results sug-
gest that BDNF expression, via activation of the canonical receptor TrkB,
requires a critical window that is reached through the inhibition of
HDAC class I and improves memory consolidation object recognition.

5. Conclusions

All in all, these results demonstrate that class I HDAC regulates the
susceptibility of neural circuits to induce gene expression to control the
cellular mechanisms, including the BDNF/TrkB pathway, necessary to
consolidate memory. These results open new ways to examine the
temporal relationship between cellular mechanisms and the processes
involved in memory consolidation.
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