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RESUMEN

El sindrome de Rett (RTT) es una enfermedad del neurodesarrollo que forma parte
del grupo de trastornos del espectro autista (TEA). En 1999 se describi6é que la principal causa
del RTT consiste en mutaciones en la proteina unidora de metil-CpG 2 (MeCP2). Esta
proteina es un miembro de la familia de proteinas unidoras de metil-CpG que se unen a
promotores de genes y regulan su expresion. Si bien RTT es uno de los pocos TEA del cual
se sabe la causa, poco se conoce acerca de los defectos que ocurren durante el neurodesarrollo
como consecuencias de mutaciones en MeCP2.

El objetivo general de este trabajo fue definir mecanismos moleculares por los cuales
la falta de MeCP2 genera alteraciones en la conectividad neural durante el desarrollo, a fin
de entender las bases de la patologia neuronal que caracteriza a los TEA. Para ello, utilizamos
modelos animales deficientes en MeCP2, paradigmas de actividad in vivo, técnicas
biolégicas y moleculares y estudios comportamentales para caracterizar el efecto inducido
por la ausencia de MeCP2 funcional sobre la formacién del circuito “mossy fibers-CA3” en
hipocampo; identificar qué moléculas claves en la conectividad neural son afectadas en
ausencia de MeCP2 vy establecer relaciones causales entre las alteraciones
estructurales/funcionales en hipocampo y alteraciones cognitivas presentes en ratones
mutantes para MeCP2.

Nuestros resultados mostraron que en ausencia de MeCP2 ocurre un retraso en el
“pruning” o refinamiento de mossy fibers durante el desarrollo postnatal temprano (dias
P20-30), que fue acompafiado de alteraciones en la expresion de moléculas de guiado axonal
de la familia de Semaforinas clase 3 en hipocampo de animales carentes de MeCP2.

Por otra parte, en animales adultos se logré demostrar que la falta de MeCP2 interfiere
con procesos de plasticidad estructural dependientes de actividad sindptica en hipocampo,
afectando la maduracién de neuronas nuevas generadas en adultos y la sefializacion de
BDNF. Asimismo, mostramos que estos defectos de plasticidad observados correlacionan
con fallas en un test de aprendizaje espacial (laberinto de Barnes). Estos estudios sientan las
bases para establecer un modelo que nos permita evaluar el efecto de la manipulacién de vias
especificas involucradas en guiado axonal, sinaptogénesis, maduracién en un circuito
especifico y correlacionarlo con cambios en el comportamiento.

Entender los mecanismos que subyacen al compromiso neuronal causado por
mutaciones en MeCP2 proporcionara informacién sobre el mecanismo patogénico de los TEA
y mejorard nuestra comprension acerca del desarrollo del cerebro y de las bases moleculares

del comportamiento.



ABSTRACT

Methyl Cytosine Binding Protein 2 (MeCP2) is a structural chromosomal protein
involved in the regulation of gene expression. Mutations in the gene encoding MeCP2 result
in Rett Syndrome, a pervasive neurodevelopmental disorder. RTT is one of few Autism
Spectrum Disorders (ASDs) whose cause was identified as a single gene mutation.
Remarkably, abnormal levels of Mecp2 have been associated to other neurodevelopmental
disorders, as well as neuropsychiatric disorders. Therefore, most of the studies have been
oriented to investigate the role of MeCP2 in the nervous system.

The main objective of this work was to define molecular mechanisms by which the

lack of Mecp2 generates alterations in neural connectivity during development, in order to
understand the bases of the neuronal pathology that characterizes ASD. We used animal
models of Mecp2 deficiency, paradigms of in vivo activity, biological and molecular
techniques as well as behavioral studies in order to study the following specific aims:
1- To characterize the effect induced by the absence of Mecp2 on the formation of the "mossy
fibers-CA3" circuit in the hippocampus; 2-To identify which molecules involved in neural
connectivity are affected in the absence of Mecp2 and 3- To establish causal relationships
between structural / functional alterations in hippocampus and cognitive alterations present
in Mecp2 mutant mice.

Our results showed that in the absence of MeCP2 there was a delay in the pruning of
mossy fibers during early postnatal development (20-30 days); this defect was accompanied
by alterations in the expression of guidance molecules of the Class 3 Semaphorin family in
the hippocampus of MeCP2 mutant mice.

On the other hand, in adult animals we showed that the lack of MeCP2 interferes
with activity-dependent structural presynaptic plasticity in the hippocampus, affecting the
maturation of adult born neurons and BDNF and Sema3F signaling. Likewise, we show that
these plasticity defects correlate with a reduced performance in a spatial learning test (Barnes
Maze). These studies lay the foundations to establish a model that allows us to evaluate the
effect of the manipulation of specific pathways involved in axonal guidance, synaptogenesis
or maturation in a specific circuit and correlate it with changes in behavior.

Understanding the mechanisms underlying the neuronal compromise caused by
mutations in MeCP2 will provide information on the pathogenic mechanism of autistic
spectrum disorders and improve our understanding of brain development and the

molecular basis of behavior.
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AK Acido AKinico

BDNF Factor neurotréfico derivado del cerebro
BrdU 5-bromo-2-desoxiuridina

CA Cornu ammonis

cADN ADN copia

CPNs Células precursoras neuronales

CTD Dominio C-terminal

DAB 3,3'-tetrahidrocloruro de diaminobencidina
DCX Doblecortina

dNTPs Desoxirribonucleétidos trifosfato

GABA Acido y-aminobutirico

GD Giro dentado

GFAP Proteina acidica fibrilar glial

HDACs Histonas deacetilasas

Hi Hilus

ICX Inactivacién del cromosoma X

ID Interdominio

IHQ Inmunohistoquimica

ip Intraperitoneal

KO Knockout

MBD Dominio de unién a CpG metilados
MECP2 Gen de la proteina de unién a metil- citosina-guanosina
MeCP2 Proteina de unién a metil-citosina- guanosina 2
MF “Mossy fibers” o fibras musgosas

MPTs Modificaciones post-traduccionales
MUT Mutante

NeuN Proteina nuclear neuronal

Npn-2 Neuropilin-2

NTD Dominio N-terminal

pb Pares de bases

PBS Solucion tampoén de fosfato salino

PFA Paraformaldehido

PIxA3 Plexina A3

pIrkB “Tropomyosin-related kinase B receptor”
RTT Sindrome de Rett

Sema 3F Semaforina 3F

SFB Suero fetal bovino
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SGZ Zona subgranular del giro dentado

SNC Sistema nervioso central

SvZ Zona subventricular de los ventriculos laterales

TEA Trastornos del Espectro Autista

TP Tracto infrapiramidal

TRD Dominio de represién transcripcional

TrkB Receptor Tirosina Kinasa B

Tujl Anticuerpo anti-tubulina p-III especifico de neuronas
VGlut Trasportador vesicular de Glutamato

WT Cepa salvaje (wild type)
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INTRODUCCION

SINDROME DE RETT

El Sindrome de Rett (RTT, OMIM #312750) es una enfermedad dominante ligada al
sexo, manifestada como un desorden severo del neurodesarrollo vinculado al cromosoma X.
Afecta principalmente a nifias de todas las razas y grupos étnicos, teniendo una incidencia
de 1 cada 10000 a 15000 nacimientos. Esta patologia fue descripta por primera vez por el Dr.
Andreas Rett en 1966, sin embargo recién en 1983 se volvié ampliamente reconocida gracias
a los reportes en la literatura inglesa realizado por Bengt Hagberg y colegas, quienes
atribuyeron el nombre de Rett a dicha condicién (1). RTT constituye una de las causas
conocidas maés frecuentes de retraso mental grave en el sexo femenino y de manera

excepcional en el masculino (2).
CARACTERISTICAS CLINICAS

Las nifias con RTT clasico suelen tener un periodo relativamente normal de desarrollo
durante los primeros 6 meses de vida seguido de retardo variable (incluso estancamiento) y
posteriormente una regresiéon que se caracteriza por una pérdida gradual o repentina de las
habilidades adquiridas durante el desarrollo después del primer afio de vida que conduce a
la aparicion de déficits cognitivos y motores profundos (1).

El periodo de regresiéon particularmente involucra la pérdida de habilidades
lingtiisticas expresivas y del movimiento intencionado de las manos (uno de los elementos
mas caracteristicos de la enfermedad), pero puede extenderse a las habilidades motoras
gruesas y de socializacién (3). Es tipico durante este periodo regresivo cuando algunas nifias
pueden cumplir los criterios de diagnéstico para el trastorno del espectro autista (ASD, por
del inglés: “autism spectrum disorder”). A pesar del hecho de que el RTT no ha sido
clasificado como ASD en la tltima edicién (5ta) del Manual de Diagnostico y Estadistica de
Desérdenes Mentales (2013) (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), un
individuo con RTT también puede recibir un diagnéstico de ASD si cumple con los criterios
de comportamiento (4,5).

La pérdida de habilidades en el tiempo es variable entre los casos de RTT, sin
embargo normalmente se estabiliza entre los 30-36 meses de vida (3). En una gran proporcion
de individuos puede haber una pérdida adicional de habilidades motoras en la adolescencia
tardia o edad adulta temprana, cuando las caracteristicas parkinsonianas se hacen
prominentes (6).

Entre otras de las caracteristicas distintivas de RTT se destaca un descenso paulatino
en el crecimiento del perimetro craneal, lo que conduce a microcefalia en el 80% de los
pacientes con Rett. Esta caracteristica puede aparecer precozmente en los tres primeros

meses de vida, aunque frecuentemente se observa entre los 6 y 24 meses de edad (2,7).
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Durante el periodo de post-regresion, entre el primer y tercer afio de vida, en la
mayoria de las nifias con RTT aparece el signo de identidad de este sindrome: los
movimientos estereotipados de las manos, caracteristicamente de lavado, torcedura (manos
juntas), pero también de palmoteo o de aplausos (manos separadas). Las nifias con RTT
pueden recuperar parcialmente algunas de las habilidades perdidas durante el periodo de
regresion; sin embargo, la pérdida significativa de habilidades verbales y del uso
intencionado de las manos sigue siendo un sello distintivo del trastorno (2). Pueden aparecer
otras estereotipias y “pseudocrisis” (temblores, caidas bruscas, detencién del movimiento,
episodios de risa o gritos inmotivados). La marcha suele ser normal al inicio pero se va
volviendo apréaxica, amplia, errdtica y no propositiva (2). Aproximadamente un tercio de los
pacientes deja de caminar, alrededor del 50% mantienen la marcha independiente y otro 20%
camina con algtn nivel de asistencia (8).

Convulsiones que evolucionan hacia la epilepsia se desarrollan en el 60-80% de los
pacientes con RTT, tipicamente entre el final del periodo de regresién y el comienzo del
periodo de post-regresién. A pesar del gran impacto que significan las convulsiones en la
calidad de vida de los paciente con RTT, atin hoy es relativamente poco lo que se conoce
sobre la eficiencia de drogas antiepilépticas (7).

Alteraciones respiratorias, cardiacas, nutricionales y un retaso general del
crecimiento también estan presentes y requieren un estrecho seguimiento y fuerte apoyo a
lo largo de toda la vida de las pacientes ya que se asocian con las causas de mortalidad mas
comunes en las pacientes de RTT que alcanzan la edad adulta (9).

También los problemas ortopédicos son comunes, con escoliosis que ocurre en
aproximadamente el 85% de las nifias afectadas y que requieren una estabilizacién
quirdargica en el 13% de los casos. Existe ademas una alta prevalencia en otros problemas
relacionados con la salud 6sea y muscular de los pacientes: aumento del riesgo de
osteosporosis, fracturas y aumento del tono muscular (incluyendo distonia y contracturas en
multiples articulaciones). El desarrollo de rigidez a lo largo del tiempo, junto con otras
caracteristicas parkinsonianas, complican atin més las tltimas etapas de la evoluciéon en RTT
(2,6,7).

Estimaciones recientes acerca de la longevidad de las pacientes con RTT clasico
indican que la supervivencia hasta la edad de 25 afios es del 77,6% y hasta los 37 afios del

59,8% (10).

ETIOLOGIA

La causa principal de RTT en aproximadamente el 90% de los pacientes son
mutaciones en el gen MECP2, situado en la regién distal del cromosoma X (Xq28). Dicho

gen codifica para una proteina llamada MeCP2 (proteina de unién a metil-citosina-
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guanosina 2 o methyl-CpG-binding protein 2) la cual se une al ADN vy tiene la funcién
principal de regular la expresién génica (10,11).

Hasta el momento, se han identificado méas de 250 mutaciones diferentes en MeCPP2
en individuos con RTT. Sin embargo, 8 mutaciones puntuales comunes (R106W, R133C,
T158M, R168X, R255X, R270X, R294X, R306C) representan aproximadamente el 65% de las
mutaciones presentes en estos pacientes, mientras que las deleciones grandes que implican
uno o més exones y supresiones 3" representan otro 15-18% de los individuos RTT (12).

Cabe aclarar que no siempre existe una clara correlacién entre mutaciones especificas
en MECP2 y trastornos individuales o gravedad fenotipica, lo que sugiere que factores
genéticos, epigenéticos y/o ambientales interacttan con la mutacion en MECP2 para
determinar el resultado fenotipico final en términos de tipo y gravedad del trastorno (13).

En la mayoria de los casos registrados, las mutaciones son espontdneas o “de novo”,
por lo que RTT se presenta de forma esporadica en el 99% de los casos, y el riesgo de la pareja

de tener otra hija afectada es inferior al 1% (8).

MEPC2
GEN MECP2

En humanos el gen MECP?2 se localiza en el brazo largo del cromosoma X (Xq28), se
extiende unas 10505 bp y consiste de 4 exones que codifican para dos isoformas de la proteina
MeCP2 (MeCP2 el y MeCP2 e2) que difieren en sus extremos N-terminales, siendo MeCP2
el codificada por los exones 1,3y 4 y MeCP2 e2 por el 2, 3 y 4 (10) (Figura 1). A pesar de
alguna evidencia acerca de las funciones especificas para cada isoforma, actualmente se
considera que ambas son en gran medida funcionalmente equivalentes. Sin embargo, MeCP2
el es dominante en el tejido cerebral, correspondiendo al 90% del total de MeCP2 en dicho
tejido. Una caracteristica notable respecto de estas dos isoformas es la gran diferencia que
presentan en cuanto a su vida media, siendo solo de 4 horas en el caso de la isoforma el y de
100 horas para la e2 (1,14).

Por su ubicacién en el genoma, en las mujeres y hembras se encuentra sujeto al
proceso de inactivaciéon del cromosoma X (ICX) donde uno de los dos cromosomas X es
inactivado para lograr patrones de expresion génica similares a los encontrados en varones,
quienes tienen solo una copia del cromosoma X. ICX ocurre célula a célula y es
predominantemente un proceso azaroso. Sin embargo, pueden ocurrir grados extremos de
inclinacién hacia la inactivaciéon preferencial del cromosoma X materno o paterno. Por lo
tanto, los resultados fenotipicos de las mutaciones en MECP2 en las mujeres son
probablemente no s6lo basados en el tipo de mutaciéon del gen, sino también en el grado de

inactivacion entre los alelos mutantes y de tipo salvaje o “wildtype” (wt) (15). Con un solo
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cromosoma X, los varones son més severamente afectados por mutaciones en MECP2 que
las mujeres, quienes junto con el gen mutante en un cromosoma X llevan una copia normal
de MECP2 en el otro (13)

Ademas de ser la principal causa de RTT, se han asociado cambios en la expresion
de MECP2 a otros desérdenes del neurodesarrollo tanto en varones como en mujeres. Entre
dichos desérdenes se incluyen: retraso mental ligado al cromosoma X, encefalopatia neonatal

severa, sindrome de Angelman y autismo, demostrando que alteraciones en MeCP2 pueden

A RCP MECP2  IRAK1
------------------- — e — ... Cfomosoma X
B Intron 1 Intron 2 Intron 3
SUTR  Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 3UTR
MECP2 Humano 0.062kb ~53kb 0.123kb ~425kb 0.351 kb 0.757 kb ~9.6 kb
MECP2 Raton 0 077kb ~54kb 0.123kp ~59.6 kb 0.351 kb 0.487 kb ~9.6 kb
MeCP2E1
C ? 4 /Exon1 Exon 3 Exon 4
Exon 1 Exon2 Exon3 N\ Exon 4 "\ MeCP2E2
Exon2 Exon3 Exon 4

ﬂ Secuencia no codificante . Secuencia codificante

Figura 1. Estructura del gen MECP2. A. MeCP2 se localiza en el cromosoma X (Xq28), flanqueado por los
genes RCP e IRAK1. B. Esquema del gen MECP2 que estd compuesto de cuatro exones (exon 1-4) y tres
intrones (intron 1-3). Se indican los tamarios de cada region exconica e intrénica en MECP2 humano y de
ratén. C. Generacion de las dos isoformas de MeCP2: MeCP2E1 y MeCP2E2. El sitio de inicio de la
traduccion (ATG) para cada isoforma se indica mediante flechas. La isoforma MeCP2E1 estd codificada por
los exones 1, 3 y 4, mientras que la isoforma MeCP2E2 estd codificada por los exones 2, 3 y 4. Secuencia
codificante en rojo. Secuencia no codificante en verde. Esquema adaptado de Liyanage, V & Rastegar, M,
2014.
tener amplios efectos en el neurodesarrollo y conducir a un espectro de trastornos (13).
Asimismo, la duplicacién y triplicacion del gen MECP2 también ha sido identificada como
la causa genética del recientemente clasificado “Sindrome de duplicacion de MECP2” que
por lo general afecta a varones (16). La participacién de MeCP2 en multiples trastornos del
desarrollo neurolégico demuestra que ocupa un papel central en el desarrollo postnatal del
cerebro humano. El estudio del papel que desempefia MeCP2 en el desarrollo y la

maduracién del cerebro es importante para comprender la patogénesis de estos trastornos e

identificar objetivos terapéuticos potenciales.
PROTEINA MeCP2

No fue hasta 1999, cuando se descubri6é que las mutaciones en el gen MECP2 pueden
dar lugar a RTT, que la comunidad cientifica comenzé a prestar atencién a la proteina
MeCP2. Una cantidad significativa de investigaciones se han llevado a cabo desde ese
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momento, y lo que inicialmente se pensé que iba a ser relativamente simple de indagar, una
Unica proteina represora, se desarroll6 en un fascinante regulador de la transcripciéon génica.
Parte de su multiplicidad funcional se debe a la conformacién intrinsecamente desordenada
de MeCP2, lo que la hace susceptible a la interacciéon con mdltiples proteinas asociadas y a
sus diversas modificaciones post-traduccionales, que ademés modulan la interaccién de

MeCP2 con la cromatina (14).

Caracteristicas de MeCP2

La proteina de unién a metil-CpG 2 (MeCP2) es una proteina nuclear bésica, presente
en todos los vertebrados, que se identificé inicialmente en virtud de su unién selectiva a
secuencias de ADN metiladas en la citosina de dinucle6tidos 5°CpG (17). Su estructura esta
compuesta por 5 dominios principales (Figura 2): 1- dominio N-terminal (NTD, N-terminal
Domain), 2- el altamente conservado dominio de unién a regiones CpG metiladas (MBD,
Methyl Binding Domain), 3- un interdominio (ID), 4- el dominio de represién transcripcional
(TRD, TranscrTIPion Repression Domain) y 5- un dominio C-terminal (CTD, C-terminal
Domain). El1 MBD es la tinica regién de la proteina que muestra una estructura terciaria bien
caracterizada mientras que el resto de los dominios de la proteina son altamente
desestructurados (18). Es por esto es que se reconoce a MeCP2 como una "proteina
intrinsecamente desordenada" que podria adquirir estructuras secundarias locales sobre la
unidén a otras macromoléculas (16).

MeCP2 tiene un peso molecular de aproximadamente 53 kDa, sin embargo se suele
detectar a 75 kDa por andlisis de Western blot probablemente debido a sus modificaciones
post-traduccionales (14). Hay varias modificaciones post-traduccionales de MeCP2
conocidas que contribuyen a sus propiedades multifuncionales: fosforilacion, acetilacion,

SUMOilacién y ubiquitinacion (19).

106 180 224 328 498

1
wocrrer] N0 s I G
L T T e

(Humano) 1 78 162 206 310 486

Figura 2. Estructura de las isoformas de la proteina MeCP2 humana. Las isoformas humanas
MeCP2E1 y MeCP2E?2 tienen un tamariio de 498 y 486 aminodcidos respectivamente, mientras que en
raton MeCP2E1 y MeCP2E2 presentan 501 y 484 aminodcidos respectivamente. NTD: dominio N-
terminal, MBD: dominio de unién a regiones CpG, ID: interdominio, TRD: dominio de represion
transcripcional y CTD: dominio C-terminal. Esquema adaptado de Liyanage, V & Rastegar, M, 2014.
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Expresion de MeCP2

MeCP2 se expresa ampliamente en muchos 6rganos, sin embargo los mayores niveles
de expresion se detectan en cerebro principalmente, seguido de pulmones y bazo (20). Los
niveles de MeCP2 en el cerebro son bajos durante las etapas embrionarias y aumentan
sostenidamente durante los primeros dias después del nacimiento, un periodo postnatal de
intensa formacién y maduracién de sinapsis (20). La expresion especifica de MeCP2 en
cerebro es ampliamente estudiada debido a que la mayoria de los fenotipos de RTT son
neurolégicos. En modelos murinos se observé que la supresion especifica de la expresion de
MeCP2 en cerebro da lugar a fenotipos de RTT similares a los causados por la deficiencia
generalizada de MeCP2, en todos los tejidos del animal (21). Sin embargo, los sintomas no
neuronales de RTT como escoliosis, anomalias respiratorias, problemas cardiacos, dificultad
en la alimentacién y movimientos de las extremidades indican la importancia de la expresion
de MeCP2 fuera del sistema nervioso central (18).

Dentro del cerebro también parece haber una diferencia en cuanto a la distribucién y
niveles de expresion de MeCP2. Analisis de extractos celulares aislados de diferentes
regiones cerebrales indican que los mayores niveles de expresion de MeCP2 se localizan en
corteza y cerebelo. Asi mismo, en cuanto a la expresion celular de MeCP2 dentro de cerebro,
se detect6 que la misma es altamente predominante en neuronas, estando también presente,
aunque en menores niveles, en astrocitos, oligodendrocitos y microglia (18).

La expresion de MeCP2 en los nticleos neuronales es tan alta como los niveles de las
proteinas histonas (22). Por esta misma razén, se cree que los fenotipos de RTT son
mayormente de origen neuronal (17,21). La expresién de niveles adecuados de MeCP2 en
neuronas parece ser indispensable para el desarrollo normal de las funciones neurales

(17,22).

Funciones de MeCP2 a nivel molecular

A nivel molecular, funcionalmente hablando, los dominios mas importantes de la
proteina son el MBD, que se une selectivamente a los sitios CpG metilados del ADN vy el
TRD que se une a cofactores, recluta histonas deacetilasas (HDACs), y conduce finalmente
a la regulacién transcripcional (10). MeCP2 es capaz de participar en multiples interacciones
proteina-proteina (23,24) y parece entrar en una asociacion estable con sus cofactores sélo
cuando estd unido al ADN. Por lo tanto, MeCP2 parece actuar como un factor multifuncional
que sostiene las interacciones con socios especificos en funcién de la arquitectura de sus
secuencias blanco del ADN (25).

Con respecto a los restantes dominios de MeCP2, analizando la base de datos de
mutaciones en esta proteina, se ha encontrado que casi el 25% de residuos de los CTD e ID

estan asociados con mutaciones sin sentido patogénicas, lo cual remarca su relevancia para
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las funciones de MeCP2 (24). Con respecto al ID, el mismo ha sido involucrado con varias
interacciones proteina-proteina y con diversos eventos de fosforilacion. Hasta el momento,
el CTD se ha encontrado asociado exclusivamente con Sdccagl, un mediador de la
exportacién nuclear; sin embargo, este dominio que es crucial para la union de MeCP2 a la
cromatina, esté sujeto a diversas modificaciones post-traduccionales (16,24).

Estudios publicados previamente al conocimiento de la vinculacién de MeCP2 con
RTT, caracterizaron la interacciéon de MeCP2 con HDACs, enzimas que eliminan los
grupos acetilo de las histonas, incrementando su carga positiva y por tanto la afinidad de
estas por el ADN, lo que conduce a un amento en la condensacién de la estructura del ADN,
impidiendo la transcripcién génica. Este hallazgo junto con el conocimiento de la interaccion
de MeCP2 con 5-metilcitosina en regiones de genes transcripcionalmente reprimidos
reforzaron la idea de un rol represivo en la transcripcion inicialmente asociado a esta
proteina (14). Sin embargo, con el tiempo se observé que MeCP2 es capaz de unirse también
a 5-hidroxi-metil citosinas en regiones de elongacién de genes transcripcionalmente activos
(14). A su vez, se ha determinado ademas que MeCP2, a través de su TRD, es capaz de
reclutar cofactores tanto represores, por ejemplo Sin3a, c-Ski, y N-CoR (26,27), como
activadores, siendo CREB1 un conocido ejemplo de activador transcripcional que se asocia
con MeCP2 (19). Se han propuesto ademas nuevos modelos funcionales para MeCP2 en los
que dicha proteina actia como un modulador transcripcional capaz de regular incrementos
y disminuciones en la expresién de genes transcripcionalmente activos mediante regulacion
a larga distancia de la estructura de la cromatina, desde sitios de metilacién distales, fuera
de los promotores génicos (13). Un papel en la regulaciéon del empalme o “splicing”
alternativo del mARN y en la modulacién de la sintesis de proteinas también han sido
propuestos para MeCP2 (16).

En conclusiéon, MeCP2 es una proteina multifuncional, principal pero no
exclusivamente, involucrada en la regulacion de la expresion génica. Tanto la estructura de
MeCP2, como las diferentes modificaciones post-traduccionales que puede portar podrian
justificar esta versatilidad funcional, posiblemente mediante la capacidad de esta molécula

de interactuar con una diversa variedad de proteinas asociadas (16).

Modificaciones post-traduccionales de MeCP2

En cuanto a las modificaciones post-traduccionales (MPTs) de MeCP2, su estudio y
comprension han comenzado a tener gran relevancia ya que a medida que avanzaron las
investigaciones en dicho terreno fue tomando cada vez mas fuerza la propuesta de que
MeCP2 esta involucrada en la regulacion génica de una manera dependiente de actividad
neuronal, cambiando su unién a co-reguladores y mecanismos de accién, a través de sus

MPTs y que la desregulacion de esos procesos podrian ser importantes en la patologia de
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RTT (16). El interés en las MPTs de MeCP2 comenz6 en 2003 con dos estudios independientes
que demostraron la fosforilacién de dicha proteina, sin dudas hasta el momento la MPT de
MeCP2 mejor caracterizada. En tales trabajos observaron que la actividad neuronal dispara,
de una manera calcio dependiente, la fosforilacion de MeCP2 lo cual conllevaria a su
liberacion del promotor III de BDNF, facilitando de esta forma su transcripcion (28,29).
BDNF es un factor neurotrofico cuya expresion es dependiente de actividad, ampliamente
expresado en el cerebro, que tiene efectos a largo plazo sobre la supervivencia, el desarrollo
y la plasticidad sindptica. Modula la fuerza de las conexiones sindpticas existentes y actta
en la formacién de nuevos contactos sindpticos (30).

Uno de los residuos involucrados en este efecto fue identificado posteriormente como
la serina 421 (S421) que se encuentra ubicado en el CTD de MeCP2. Mediante la expresion
de una proteina MeCP2 mutante (5421A) que no puede ser fosforilada en ese sitio, en
cultivos primarios de neuronas se demostré que la fosforilacion en dicho sitio afecta al
crecimiento dendritico. Ademads, in vivo se observé un patrén defectuoso de dendritas
distales apicales en el cerebro de una linea de ratén “knock-in” que porta la misma mutacién
(Mecp2 S421A) (31). A su vez, se detecté un cambio en el equilibrio de excitacion-inhibicién
a favor de la inhibicién en rodajas corticales de cerebros de ratones Mecp2 S421A,
enfatizandose la relevancia de la fosforilaciéon de este sitio, por el hecho de que un
desplazamiento similar en este equilibrio ya se habia descrito en ratones knock-out para
MeCP2 (16).

Actualmente hay mas de 25 sitios de fosforilacion en MeCP2 determinados
experimentalmente, los cuales se distribuyen por todos los dominios de la proteina. Sin
embargo, atiin no se conoce la importancia funcional de la mayoria de estos sitios, siendo
hasta ahora el sitio S421 el mas estudiado, seguido por los sitios S80 y T308 de los que
también se han identificado ciertas funciones. En cuanto al sitio S80 se determiné que es el
sitio de fosforilacion mas conservado de MeCP2. A diferencia del sitio S421, S80 aparece
como el residuo mas abundantemente fosforilado en condiciones de reposo, mientras que la
actividad neuronal induce su desfosforilaciéon (31). Funcionalmente, la fosforilaciéon de S80
(ubicado en el MBD) no afecta a la localizacién subcelular global de MeCP2, pero si parece
aumentar su afinidad por la cromatina, aunque la informacion disponible hasta el momento
sugiere que la fosforilacién de S80 no tiene ningtin impacto sobre la trancripcién génica. El
rol de la fosforilacion en el sitio T308, ubicado en el CTD, ha despertado gran interés debido
a su cercania al residuo R306, cuando se considera que la mutacion R306C/H es una de las
4 mutaciones de cambio de sentido mas frecuentes en pacientes con RTT. Esta mutacion
patogénica interrumpe la capacidad de MeCP2 de interactuar con el complejo co-represor
NCoR (32). De manera similar, se demostr6 que la fosforilacion T308 suprime la interaccion

de MeCP2 con el corepressor, reduciendo la represion transcripcional mediada por MeCP2.
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Utilizando ratones knock-in fosfo-defectuosos para este sitio (Mecp2T3084/Y) se demostr6 que
esta molécula de MeCP2 mutante mantiene su distribucién global sobre la cromatina, pero
que la inducciéon dependiente de actividad de los genes blanco de MeCP2 es deficiente. Es
importante destacar que los cerebros de estos ratones pesan significativamente menos, los
animales presentan defectos motrices y tienen un menor umbral para desarrollar
convulsiones en comparacién con ratones WT. Dado que todos estos sintomas recapitulan la
manifestacion de varios modelos de animales deficientes en MeCP2, este es un trabajo que
resalta no sélo la relevancia de la fosforilacion de MeCP2 sino también su papel como
silenciador transcripcional a través de su interaccion con el complejo corepresor
NCoR/HDAC (32).

Resumiendo entonces, la mayoria de los datos sugieren que MeCP2 es una proteina
multifuncional que "transitoriamente" desempefia su/s funcién/es dependiendo de su
fosforilacion diferencial. En consecuencia, aunque la fosforilacion de S421 permanece hasta
el momento como la MPT mejor caracterizada y la pT308 como la maés relevante en términos
funcionales, se han mapeado otros sitios de fosforilacion, y su modificaciéon esta a menudo
regulada espacialmente por estimulos especificos. Aun no hay estudios disponibles sobre
estas MPTs y su regulacion durante el desarrollo del cerebro; ademas, dado que
recientemente se ha demostrado que MeCP2 se expresa en células gliales (astrocitos y
microglia), que también juegan un papel importante en los trastornos relacionados con
MeCP2, futuros estudios también deben investigar la fosforilacion de MeCP2 en estas células

(16).

MODELOS MURINOS DE MECP2

Es dificil comprender cémo la disfunciéon de esta proteina, que participa en la
regulacion transcripcional de cientos de genes (regulador transcripcional global), conduce
principalmente a fenotipos neurolégicos bien definidos. Para investigar esta pregunta y
entender los mecanismos patogénicos de la enfermedad, los modelos animales han sido de
gran utilidad. Después de identificar las mutaciones del gen MECP2 como factores
etioldgicos claros en aproximadamente el 90% de los casos de RTT clasico, se han utilizado
estrategias de “gene targeting” para generar varias lineas de ratones portadores de
mutaciones endégenas en MeCP2. Estos ratones mutantes se consideran actualmente buenos
modelos de RTT por su elevada validez de constructo, es decir, la medida en que un modelo
reproduce la etiologia y fisiopatologia de un trastorno. Ademads, aunque la caracterizacion
conductual de estos ratones mutantes estd por el momento lejos de ser completa, existen
vastas indicaciones de que los ratones mutantes para MeCP2 recapitulan muchos de los

sintomas de RTT (33).
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Los primeros modelos de raton RTT se describieron en un mismo ndmero de la
revista Nature Genetics (2001) y provinieron de dos laboratorios diferentes (34,35). Guy y
col. (2001) generaron ratones “null o knockout” (KO) de MeCP2 que carecian de los exones
3y 4, por delecion de los mismos durante el desarrollo embrionario temprano a través del
sistema Cre-loxP, bloqueando asi la expresiéon de MeCP2 en todo el organismo (MeCP2Bird).
El trabajo de Chen y col. (2001) comparé un KO completo generado por la deleciéon
direccionada del exén 3 (MeCP2Jae), un KO condicional que portaba un transgen Nestin-Cre
bloqueando la expresiéon embrionaria de MeCP2 selectivamente en el cerebro (KO en SNC),
y un KO condicional generado por la introduccion de un transgen CamK-Cre93 bloqueando
la expresion de MeCP2 en las neuronas post-mitéticas del prosencéfalo (KO en prosencéfalo).
Las diferencias fenotipicas entre las tres diferentes lineas fueron sorprendentemente
limitadas, lo que sugiere que la mayoria de los rasgos se producen debido a la pérdida de la
funcién del gen MECP2 en el cerebro (33,34).

Posteriormente, otro modelo de ratén RTT fue descrito por el grupo de Zoghbi. Estos
animales portan una mutacién que genera una forma truncada de MeCP2 (MeCP2-308),
situacién cominmente encontrada en pacientes con RTT clasico (20). En este modelo se
inserté un codén de terminaciéon aguas abajo del codén 308, que mantiene la expresiéon de
las regiones MBD, TRD y NTD, pero suprime el extremo C-terminal de la proteina. Dicha
mutacién mantiene una funcién residual de la proteina, semejando lo que ocurre en el caso
en pacientes de RTT que presentan caracteristicas mas leves de la enfermedad (12).

Gracias al sistema de recombinacién Cre/loxP’ se han generado varios modelos de
ratones KO condicionales o mutantes para MeCP2 en poblaciones neuronales y gliales
especificas (12), entre los que se destacan: ratones deficientes en Mecp2 en las neuronas
excitatorias del prosencéfalo (36), en neuronas GABAérgicas (37), en poblaciones especificas
de neuronas hipotaldmicas (38) y en microglia (39), entre otros. Estos modelos reproducen
algunos de los sintomas de RTT y permitirdn aumentar el conocimiento del rol de MeCP2 en
distintas células y tejidos, pero atin no han sido estudiados extensivamente.

Curiosamente, la sobreexpresion de MeCP2 también produce una sintomatologia
similar a RTT en diferentes lineas transgénicas (40). Esta observacién subraya la importancia
de una expresion del gen MeCP2 regulada con precisiéon. En particular, en estos modelos se
ha observado que diferentes niveles de expresiéon del gen MeCP2 se correlacionan con la
gravedad del fenotipo de tipo RTT; cuanto mayor sea la expresion del gen MeCP2, més
temprano se producirdn los sintomas y menor serd la sobrevida. A pesar de la gran
variabilidad en la progresiéon de los sintomas, todas las diferentes lineas transgénicas
muestran el caracteristico cierre o “clasping” de las patas traseras (lo que se asocia con las
estereotipias de las manos distintivas en las pacientes con RTT), la cifosis, la agresividad y,

en cierta medida, una muerte prematura. Ademads, la linea transgénica que expresa dos veces
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los niveles de MeCP2 (MeCP2-Tgl) en comparacion a los WT, también muestra
convulsiones, alteraciones del electroencefalograma, disminucion de los comportamientos
ansiosos e hipoactividad, asi como un mejor aprendizaje de las habilidades motoras,
aprendizaje del hipocampo y plasticidad sinaptica (33).

Se pueden identificar diferentes fases de desarrollo en los modelos de ratén RTT
descrTIPos hasta ahora, asi como en los pacientes con RTT, todos ellos muestran una fase
temprana de desarrollo en la que no se pueden detectar déficits evidentes (es decir, visibles
mediante exdmenes gruesos) y luego del comienzo de los sintomas experimentan un
empeoramiento progresivo hasta la muerte prematura. De todos los modelos murinos de
RTT mencionados, los modelos MeCP2Bird y MeCP2-308 fueron los utilizados en el presente
trabajo de tesis, motivo por el cual a continuacién ambos se describirdn con mayor detalle.

Los ratones del modelo MeCP2Bird (35) son KO condicionales donde machos y
hembras aparentan un desarrollo normal hasta la quinta semana posnatal; posteriormente
ambos sexos desarrollaron anomalias graves (con un curso de tiempo sexualmente
dimorfico) consistentes en temblores, una marcha rigida y descoordinada y movimientos
espontaneos reducidos. La mayoria de los animales desarrollaron después el “clasping” de
las patas traseras y la respiracion irregular, mientras que el desgaste desigual de los dientes
y el desalineamiento de las mandibulas también son frecuentes. En los machos hemicigotas
de este modelo (MeCP2 -/Y), la progresién variable de los sintomas se produce entre la 42 y
la 7% semana posnatal, lo que conduce a una rapida pérdida de peso y muerte (alrededor de
la 92-102 semana posnatal), ademds poseen un tamafio cerebral reducido y sus neuronas
también son mds pequefias. En contraste, las hembras heterocigotas inicialmente no
muestran sintomas, cuidan sus crias y arman nidos normales; recién a partir de los 6 meses
de edad muestran problemas de movilidad y el “clasping” de las patas traseras.

Los ratones del modelo MeCP2-308 con una mutacién que genera una proteina
truncada recapitulan de forma similar muchas caracteristicas de RTT (20), presentan un peso
corporal dentro del rango normal y son fértiles. Los ratones machos mutantes (hemicigotas
MeCP2308/y) no muestran anomalias aparentes hasta alrededor de las 6 semanas de edad,
cuando los temblores son detectables al suspender a los animales por la cola, mientras que
los mismos se vuelven evidentes a simple vista a los 4 meses de edad. Después de los 5 meses
de edad, el 40% de los animales desarrolla cifosis y ya los 8 meses de edad, la piel de los
ratones mutantes es notablemente mas grasa y descuidada que la de los WT. Se observan
también espasmos mioclénicos espontaneos, convulsiones, ataxia y anomalias respiratorias
en varios ratones mutantes (41). La mayoria de los ratones machos MeCP23%8/y sobreviven
durante al menos 1 afio de edad, mientras que las hembras heterocigotas muestran signos

mas leves y variables a partir del primer afio de vida.
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La produccién de varios modelos de ratones, que llevan diferentes alteraciones de
MeCP2 y que copian fenotipicamente muchas caracteristicas de la enfermedad humana, ha
proporcionado la prueba genética formal de la implicacion de MeCP2 en RTT (33). Es
importante destacar que los modelos animales para mutaciones en MeCP2 también han
permitido demostrar que el rescate fenotipico es posible al menos en ratones, lo que sugiere
que las condiciones relacionadas con MECP2 podrian ser reversibles (42). Estos estudios han
incrementado drasticamente la investigacion de las funciones de MeCP2 y han
proporcionado una gran cantidad de evidencia que demuestra que las funciones de MeCP2
son necesarias para la formacion y el mantenimiento de sinapsis a lo largo de la vida. Por lo
tanto, los mecanismos patogénicos de RTT parecen convergir a nivel sinaptico,

interrumpiendo la transmision sindptica y la plasticidad (16).

PAPEL DE MECP2 EN EL DESARROLLO Y MANTENIMIENTO DE LOS
CIRCUITOS NEURONALES.

El reconocimiento de que mutaciones en MeCP2 causan RTT, revel6 la importancia
de este factor transcripcional para la funcién neuronal. MeCP2 se expresa principalmente en
neuronas maduras y funciona como un factor de transcripcion dependiente de la metilacion
del ADN y actuaria sobre genes especificos implicados en el desarrollo neuronal (17,43).

RTT afecta el desarrollo del cerebro durante las fases mds dinamicas de crecimiento
y establecimiento de la conectividad. La patologia se caracteriza por una disminucién del
tamafio cerebral con aumento de la densidad celular. No se han observado malformaciones,
anormalidades en mielina, acumulacién de metabolitos o signos de neurodegeneraciéon
(44,45). El aspecto mas notorio observado en la examinacion de cerebros post-mortem, es la
reduccién en las ramificaciones dendriticas y en el tamafio neuronal (46). Se han encontrado
cambios neuroquimicos en receptores dopaminérgicos, colinérgicos, y aminoécidos
excitatorios (47). Asimismo, se ha observado reduccién de la expresién de MAP-2 (proteina
2 asociada a microtabulos) en corteza, en las ramificaciones dendriticas y en el namero de
espinas dendriticas en neuronas piramidales lo que sugiere un exceso de refinamiento
sinaptico.

A nivel histolégico, dos trabajos de Belichenko y col. (36,48) han demostrado que la
mayoria de los parametros analizados se encuentran alterados en las dendritas de ratones
mutantes para MeCP2 de ambos sexos. Entre los defectos mdas destacados se encuentran
alteraciones morfologicas en dendritas, densidad de espinas alterada (generalmente
reducida), al igual que su morfologia, ya que presentan morfologia de espinas inmaduras,
con una cabeza mas pequefia y cuello mas largo. Defectos similares fueron observados post
mortem en neuronas de hipocampo de pacientes con RTT (49). Asimismo, neuronas
generadas in vitro a partir de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) derivadas de

fibroblastos de pacientes con RTT mostraron una menor densidad de espinas dendriticas que
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las neuronas control (50). Estos hallazgos han llevado a la hipoétesis de que los déficits
neurolégicos de los pacientes de RTT surgen debido a fallas en el desarrollo del circuito
neuronal, en el desarrollo sindptico y/o en el mantenimiento de los mismos.

Si bien RTT es considerado un desorden del neurodesarrollo, trabajos méds recientes
han revelado que MeCP2 también resulta fundamental para el mantenimiento de redes
neuronales maduras y la anatomia cerebral global durante las tltimas etapas del desarrollo
del cerebro postnatal y en el cerebro adulto (51,52). En modelos animales, se ha observado
que cuando se elimina MECP2 en diferentes etapas posnatales, principalmente en etapas
adultas (a partir de 15 semanas de edad) no sélo se recapitulan los fenotipos de RTT, sino
que los mismos se desarrollan en forma acelerada, en solo cuestion de dias, seguidos por
letalidad. Se ha observado que dentro de ese tiempo abreviado de dias, el cerebro adquiere
anomalias anatomicas, celulares y moleculares draméticas, tipicas del RTT clasico. Estos
hallazgos revelan una nueva etapa del desarrollo postnatal que coincide con la maduracién
plena del cerebro, donde su estructura/funcién es extremadamente sensible a los niveles de
MeCP2 y la pérdida de esta molécula conduce a un colapso precipitado de las redes
neuronales e incompatibilidad con la vida.

Numerosos estudios en modelos animales de RTT indican que MeCP2 contribuye a
la formacién y al mantenimiento de la conectividad neuronal; la falta de MeCP2 afecta la
morfologia axonal y dendritica (48,49), eventos de guiado axonal (53), regula la formacién y
funcién de sinapsis y la plasticidad sinaptica (54). Un creciente cuerpo de evidencia indica
que, tanto la neurotransmision excitatoria como la inhibitoria se ven afectadas en ausencia
de MeCP2 (37,55,56). Sin embargo, no estan claros los mecanismos por los que la disfuncién
de MeCP2 altera estos eventos y conduce a defectos del neurodesarrollo. Ademas, si bien
estd claro que los defectos neuronales son la base de las alteraciones de comportamiento, es
importante mencionar que varios grupos han demostrado que la pérdida de MeCP2 en glia
influyen negativamente a las neuronas, de una manera paracrina (57,58). Estos datos
demuestran la complejidad de la funcién de MeCP2 en el mantenimiento de las conexiones
neurales.

Asimismo, se ha demostrado que MeCP2 regularia la expresiéon génica inducida por
actividad sindptica (28,29). Ha sido establecido in vitro, que la actividad neuronal aumenta
la fosforilacion de MeCP2, lo que lleva a la liberaciéon de la represiéon de genes como del
BDNF, aumentando la expresion del mismo. Hay sélidas evidencias de que MeCP2 también
mediaria respuestas dependientes de actividad in vivo (31). Ademads, se ha sugerido que
MeCP2 podria actuar como un activador transcripcional en conjunto con CREB. Estos
factores pueden controlar las respuestas dependientes de actividad, y en tltima instancia,
afectar la plasticidad sindptica. Por lo tanto, es posible que los efectos de la falta de MeCP2

sean debido a la pérdida de activacion de la transcripciéon ademads de la represion (19).
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Nuestros datos previos indican que la falta de MeCP2 se hace mas evidente en procesos
dependientes de actividad. Por ello, propusimos utilizar modelos animales de RTT y un
paradigma de actividad epileptogénica in vivo a fin de investigar los mecanismos celulares
y moleculares involucrados.

En conclusion, una gran cantidad de evidencias corroboran la importancia funcional
de MeCP2 en el establecimiento y mantenimiento de la conectividad neural, la plasticidad
sindptica y la homeostasis, proporcionando asi una justificacién a los déficits de aprendizaje
y memoria que se observan constitutivamente en los pacientes de RTT y en modelos

animales de esta enfermedad.

ROL DE MeCP2 EN EVENTOS DE GUIADO AXONAL

La complejidad y precision de las redes neuronales se establecen mediante una serie
de decisiones de orientacion tomadas durante el desarrollo de los circuitos. En el intento de
estudiar la formacion de este patrén selectivo de conexiones se han definido cuatro o cinco
eventos secuenciales del desarrollo neuronal (59). Inicialmente cada neurona emite
proyecciones o neuritas entre las que se diferencia un axén, el cual se va a extender en
direccién hacia un blanco o diana (crecimiento axonal). Los conos de crecimiento axonal son
dirigidos por moléculas guia para seguir vias especificas, girar en un punto particular, e
identificar células sinapticas diana apropiadas (guiado axonal). Al alcanzar el objetivo
apropiado, el cono de crecimiento se diferencia en una terminal presindptica y comienza la
formacién de sinapsis. Una vez formadas, las conexiones sindpticas se regulan
dindmicamente por actividad neuronal, competencia con otras sinapsis y factores
intrinsecos. Si se han realizado conexiones inadecuadas, o si las conexiones ya no son
necesarias, entonces se produce la retraccién de las ramificaciones axonales (“pruning” o

refinamiento axonal). Aunque estos acontecimientos ocurren durante el desarrollo, esta

plasticidad contintia a lo largo de la vida del organismo y subyace a los mecanismos de
aprendizaje y memoria (59-62). Las moléculas de guiado pueden presentar efectos atractivos
o repulsivos, y son detectadas por receptores de superficie celular presentes en los conos de
crecimiento (61,63).

Degano y col. (53), utilizando ratones KO del modelo MeCP2Jae y el sistema olfatorio
como modelo del neurodesarrollo, revelaron un papel adicional para MeCP2 en el
establecimiento de circuitos neuronales mediante el control de eventos de orientacion o
guiado axonal (trayectoria, refinamiento y blanco axonal). Por ejemplo, la trayectoria axonal
se interrumpe en el sistema olfatorio accesorio de ratones Mecp2-KO, especificamente, el
nervio vomeronasal se encuentra desfasciculado y muestra trayectorias anormales hacia su

regién blanco. Defectos similares fueron observados en biopsias de tejido olfatorio de
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pacientes con RTT, donde los haces axonales de las neuronas sensoriales olfativas presentan
una marcada desfasciculaciéon (64). Alteraciones en la orientaciéon axonal ante defectos en
MeCP2 también fueron observadas en otras estructuras cerebrales; en hipocampo de ratones
MeCP2-KO se detectaron proyecciones de neuronas inmaduras anormalmente orientadas en
edades posnatales tempranas (65), mientras que también se han registrado marcados
defectos en la trayectoria y orientacién de axones de neuronas corticales (48).

Con respecto al pruning axonal en el sistema olfatorio dicho proceso tiene lugar entre
los dias postnatales 10-20, por el cual son removidos axones ectdpicos o que han crecido mas
alla de su blanco. Los axones de las neuronas sensoriales olfativas se extienden hacia el bulbo
olfatorio principal, siendo su blanco la capa glomerular del mismo. Sin embargo, durante las
primeras semanas postnatales del desarrollo, puede encontrarse un namero significativo de
estos axones sobrepasando dicha capa. Ese excesivo crecimiento axonal es normalmente
refinado entre los dias P10-P20, donde se alcanza el patrén adulto de inervaciéon glomerular.
Degano y col., observaron defectos de este proceso en ratones MeCP2-KO, los cuales
mostraron un porcentaje mayor de glomérulos con axones sobrecrecidos en comparaciéon
con los hallados en sus respectivos compafieros de camada WT al momento en que el
refinamiento de dichos axones se lleva a cabo. Estos defectos axonales en los animales
MeCP2-KO se correlacionaron con cambios en la expresiéon de moléculas de guiado de la
familia de Semaforinas clase 3 (53). Estas observaciones sugieren que MeCP2 regularia la
formacién de un patrén espacio-temporal adecuado de conexiones durante el desarrollo de
circuitos neuronales.

Considerando estos antecedentes, en la presente tesis se propuso estudiar cémo
MeCP2 modula eventos de guiado axonal que participan en el establecimiento y
mantenimiento de la conectividad neural en hipocampo, estructura cerebral involucrada en

varias manifestaciones de RTT, como el desarrollo de convulsiones y de déficits cognitivos.

HIPOCAMPO

ESTRUCTURA Y FUNCION.

El hipocampo (llamado asi por Julius Caesar Aranzi en 1587 por su parecido al
caballito de mar) se encuentra en el 16bulo temporal del cerebro (por debajo de la corteza) y
forma parte del sistema limbico. La formacién hipocampal comprende cuatro estructuras
corticales; el giro dentado (GD), el hipocampo propiamente dicho que se divide en las
subregiones cornu ammonis (CA) 1, 2 y 3, el complejo subicular que incluye al subiculo,
parasubiculo y presubiculo y por dltimo la corteza entorrinal que en roedores se divide en

lateral y medial. En roedores, la forma tridimensional de dicha estructura es relativamente
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compleja, ya que su eje longitudinal se dobla formando una “C” y se extiende desde el
septum (dorso-rostral) al 16bulo temporal (ventro-caudal) del cerebro, denominandose eje
“septo-temporal” (Figura 3A). Para facilitar entonces la lectura de la tesis hablaremos del eje
longitudinal del hipocampo como “dorso-ventral” para poder utilizarlo en toda la escala de
mamiferos y llamaremos “hipocampo” al conjunto del GD y el hipocampo propiamente
dicho (66).

Las neuronas principales son glutamatérgicas y comprenden las granulares en el GD
y las piramidales localizadas en CA1l, CA2 y CAS3, constituyendo estas ultimas
aproximadamente el 90% de todas las neuronas de las regiones CA de la formacién
hipocampal, todas ellas dispuestas en una tnica capa de somas densamente agrupados
formando el estrato piramidal.

La organizacién funcional bésica en el hipocampo es el denominado circuito
trisindptico (Figura 3B), llamado asi porque el hipocampo es considerado como una
estructura que contiene tres sinapsis excitatorias en serie. En la primera, el input neocortical
hacia el GD proviene de las capas superficiales de la corteza entorrinal y esta constituido por
la via perforante. Esta conexién, como todas las conexiones entre células principales del
circuito hipocampal, es excitatoria y unidireccional, es decir, el GD no devuelve proyecciones
a la corteza entorrinal. Las células granulares del GD, se conectan con las células piramidales
de CA3 a través de sus axones que conforman las fibras musgosas o “mossy fibers” (MF).
Los axones de CA3 a su vez constituyen las fibras colaterales de Schaffer e inervan CA1. CAl
proyecta al subiculum y éste hacia las capas profundas de la corteza entorrinal, en donde se

A DORSAL

Hipocampo

Figura 3: Hipocampo de ratén. A. Esquema de cerebro de
raton mostrando la ubicacion del hipocampo. B. Corte
coronal del hipocampo mostrando las diferentes regiones del
circuito. En verde se muestra la capa granular del giro
dentado, en amarillo CA3 y en celeste CA1. Los axones que
conectan cada region se muestran en linea punteada con los
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cierra el circuito trisindptico hipocampal. Sin embargo, este circuito intrinseco cerrado puede
ampliarse considerando otros tipos de conexiones sinapticas adicionales, que incluyen: 1)
sinapsis entre neuronas principales e interneuronas inhibidoras; 2) sinapsis asociativas de
las células principales; y 3) entradas modulatorias extrinsecas del hipocampo. Las
interneuronas, que se encuentran en todas las regiones del hipocampo, a menudo tienen
axones que se arborizan ampliamente, lo que da capacidad a estas interneuronas de inhibir
simultdneamente un gran nimero de células granulares y piramidales jugando, por tanto,
un posible papel muy importante en la sincronizaciéon y generacion de salidas ritmicas (66).

Ademas, las proyecciones aferentes y eferentes del hipocampo también se encuentran
organizadas en el eje longitudinal. La principal aferencia, la corteza entorrinal, inerva con su
banda mas dorso-lateral al hipocampo mas dorsal y la banda més ventro-medial a la region
mas ventral del hipocampo. Estas bandas presentan diferente conectividad: mientras que la
region que proyecta al hipocampo dorsal recibe proyecciones de la neocorteza, la regién que
proyecta al hipocampo ventral recibe aferentes de nticleos subcorticales, como la amigdala
(67,68). Mas atin, hay conexiones directas entre el hipocampo ventral y la corteza prefrontal,
la amigdala, el hipotdlamo y otros nudcleos subcorticales, ausentes en la regién mas dorsal
del hipocampo (69-71), lo cual contribuye a la marcada diferencia anatémica y funcional que
caracteriza al eje longitudinal del hipocampo.

De acuerdo con la segregacion estructural mencionada previamente, el hipocampo se
diferencia funcionalmente en su eje longitudinal, siendo la region dorsal la més involucrada
en el procesamiento espacial y la region ventral en los procesos de ansiedad y control
inhibitorio del comportamiento (72,73). Por ejemplo, lesiones especificas en la regién dorsal
y no en la ventral en las ratas determinan deficiencias en el aprendizaje espacial del test de
navegacion de Morris (74).

El rol del hipocampo en la memoria espacial se encuentra hoy totalmente aceptado.
Ademéds se ha demostrado que en humanos el hipocampo es critico para la capacidad de
poder trazar un mapa fisico mentalmente lo que facilita la formacién de memoria episédica
de los eventos que ocurrieron en cada lugar (75,76). Se ha evidenciado también un rol del
hipocampo en el procesamiento de memorias recientes (77) y también se ha postulado que
dicha estructura podria ser un organizador de representaciones temporales (78) que luego
serian almacenadas a largo plazo en otros centros corticales, probablemente aquellos con los

que el hipocampo se interrelacioné durante la consolidaciéon de dichas memorias (79).
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CIRCUITO: FIBRAS MUSGOSAS (MOSSY FIBERS)-CA3. Tracto infrapiramidal
(TTIP)

Dentro del circuito trisindptico del hipocampo nuestra atencion se centra en la
conexion formada por los axones (mossy fibers) de las células granulares del GD, con las
neuronas piramidales de la regiéon CA3. Cada célula granular del GD posee una sola
ramificacién axonal que se extiende a lo largo de CA3, dentro del estrato ltcido. Los axones
de las células granulares se denominan fibras musgosas o “mossy fibers” (MF) porque
poseen expansiones amplias e irregulares que les dan una apariencia irregular. Las
expansiones de las MF forman sinapsis muy complejas sobre las espinas grandes y
multirramificadas de las células piramidales de CA3 (66).

Inmediatamente después de abandonar el GD, las MF se colateralizan dentro del hilo
o hilus haciendo conexiones tanto con interneuronas inhibitorias como con células musgosas
excitatorias (neuronas del hilus de naturaleza glutamatérgica, llamadas asi porque sus
dendritas proximales estdn densamente cubiertas con grandes espinas de morfologia
irregular) (80). Mas all4 de la regién hilar, las MF se extienden a lo largo de CA3 en haces
discretos y hacen contactos con las células piramidales e interneuronas en esa region (Figura
4). La mayoria de estas MF se extienden a lo largo de CA3 conformando un haz de axones
conocido como tracto principal hipocampal, que se encuentra en el estrato lucidum, por
encima de la capa celular piramidal y adyacente a las dendritas apicales de las células
piramidales CA3. Mientras que otras MF se extienden conformando un segundo manojo de
axones: el tracto infrapiramidal (TIP o IPT del inglés: “infrapyramidal tract”), a través del
estrato oriens, justo debajo de la capa de células piramidales y adyacente a las dendritas

basales de las células piramidales CA3 (81,82).
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Figura 4. Circuito mossy fibers-CA3 hipocampal. Las mossy fibers (MF) consisten en los axones de
las células granulares del giro dentado (GD) que se proyectan a través del tracto principal en el estrato
liicido o a través del tracto infrapiramidal (TIP) localizado principalmente en el estrato oriens. En CA3 y
el hilus (Hi) las MF forman tres tipos de sinapsis: con las células piramidales de CA3 a través de los
complejos sindpticos, con interneuronas locales inhibitorias (que en CA3 son responsables de inhibir a las
células piramidales) y con las células musgosas excitatorias que a su vez retropropagan la excitacion a las
células granulares del GD. Adaptado de Wiera & Mozrzymas 2015.

Los axones del TIP ascienden a través de la capa de células piramidales en CA3
proximal y unen las MF en el tracto principal (80). Aunque en la edad adulta los axones del
TIP se extienden una distancia muy corta antes de ascender, dichas fibras tienen una
trayectoria muy diversa durante el desarrollo postnatal temprano. Inicialmente en el
desarrollo, existe una sobre-extensiéon de las MF del TIP a lo largo de la extensiéon de CA3 'y
luego estos axones son removidos entre los dias postnatales P20 y P30 (63), a partir de lo
cual el TIP alcanza finalmente su longitud adulta, quedando sus axones confinados en gran
parte al hilus. Este proceso de remocion selectiva de ramas neuronales aberrantes o ectdpicas
en el TIP se conoce como poda (pruning) del TIP y tiene lugar durante el desarrollo postnatal
temprano del sistema nervioso para asegurar la apropiada formacién del circuito funcional
(63,82).

Considerando que existe un cimulo de evidencia que correlaciona alteraciones del
refinamiento del TIP con el desempefio de roedores en tareas de aprendizaje espacial (lo que
se detallara mas adelante) y por otro lado los defectos de refinamiento axonal encontrados
por Degano y col., (53) en el sistema olfatorio de ratones deficientes en MeCP2, en la presente
tesis nos centramos en estudiar el “pruning” estereotipado del TIP en modelos animales de

RTT.

PRUNING ESTEREOTIPADO DEL TIP HIPOCAMPAL

La conectividad precisa es un componente esencial para el correcto funcionamiento
del sistema nervioso. El desarrollo neuronal temprano incluye el crecimiento exuberante de

los axones y la formacion de conexiones con mdltiples blancos, algunas de las cuales son
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inapropiadas. Estas proyecciones se refinan mas tarde mediante el pruning para establecer
la conectividad que se mantiene en la edad adulta (82).

En los vertebrados las neuronas generalmente hacen conexiones con multiples células
diana. En el cerebro de los mamiferos, por ejemplo, cada neurona contacta, en promedio, con
maés de cien socios sinapticos, a menudo en muchas areas diferentes. El patrén de conexiones
es reproducible de animal a animal y se establece durante el desarrollo embrionario a través
de varios eventos progresivos y regresivos (59,83). Muchas de las proyecciones son, sin
embargo, transitorias y mas tarde refinadas de manera estereotipada, dejando a cada
neurona s6lo con un subconjunto de conexiones en las regiones diana a las que proyect6
inicialmente. Dentro de cada region, la formacién adicional de ramificaciones (arborizacién
terminal) y la retracciéon van dando forma al patrén final de los contactos sindpticos. Al
mismo tiempo, la muerte natural de neuronas elimina muchas de estas ramificaciones,
estableciendo el nimero final de cada poblacién neuronal (63).

En el sistema nervioso central y periférico de vertebrados e invertebrados se han
estudiado varios ejemplos de refinamiento axonal, entre los que se incluyen refinamiento de
conexiones nerviosas en Drosophila (84), el desarrollo de la unién neuro-muscular en
vertebrados y en mamiferos las proyecciones de la capa 5 de la corteza visual a la médula
espinal y el remodelado de las proyecciones axonales de la via retino-colicular (85,86).

En base a hallazgos histolégicos se han definido dos clases de procesos de
refinamiento estereotipado de proyecciones neuronales innecesarias, ectopicas o aberrantes

(82):

e Pruning por procesos degenerativos: donde se produce una eliminacién
colateral ax6nica por fragmentacién axonal. Se inicia con una desorganizacion
de los componentes del citoesqueleto seguido por el “blebbing” de la
membrana plasmatica (formacion de burbujas o ampollas llamadas "blebs"),
fragmentacién del axén y luego la fagocitosis de los fragmentos formados.
Esta clase de refinamiento se observa en Drosophila y también en mamiferos
en la capa 5 de la corteza visual y en proyecciones axonales de la via retino-
colicular.

e Pruning por procesos de retraccién: donde los axones se retraen sin dejar

fragmentos de membrana, produciéndose cambios en su elongacién por
modificaciones del citoesqueleto. Se ha propuesto que este mecanismo de
retraccion incluiria el reciclaje de componentes en las regiones distales del
ax6n a través de un transporte retrégrado. Un ejemplo particularmente
interesante de refinamiento estereotipado mediado por retraccion es el del

TIP del hipocampo, el cual se describira a continuacién.
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Como se mencion6 anteriormente, a partir del GD el TIP se extiende paralelamente
al tracto principal hipocampal, estando conformados ambos tractos por los axones (MF) de
las neuronas granulares que conforman el GD. Inicialmente durante el desarrollo postnatal
temprano, al dia P10 se observa claramente que existe una sobre-extensién de las MF del TIP
a lo largo de la extensién de CA3 (Figura 5); luego entre los dias P20 y P30 esos axones son
retraidos, encontrandose ya a P30 el TIP mas corto y cercano a su longitud definitiva adulta,
la cual se alcanza completamente al dia P45 (63).

Las MF en el tracto principal se caracterizan por tener grandes botones en serie que
forman complejos sindpticos con las espinas dendriticas de las células piramidales de CA3.
Estos complejos se disponen a lo largo de las MF espaciados de manera relativamente
uniforme y, en promedio, una MF madura forma unos 14 complejos sindpticos con las células
piramidales de CA3, los cuales alcanzan la madurez alrededor del dia P21. Similares
complejos se forman entre las MF del TIP y las dendritas basales de las células piramidales
en CA3 previamente al refinamiento del TIP, por lo que, entonces entre los dias P20 y P30

la eliminacién de dichos complejos sindpticos en el TIP precede a la retraccion del axén (82).

A . Figura 5. Mecanismo celular del pruning

Antes del Pruning (P10) estereotipado del TIP. A. Al principio del

desarrollo postnatal (P10) los axones del

tracto principal forman complejos sindpticos

con las dendritas apicales de las células

piramidales de CA3, al mismo tiempo los

axones sobrecrecidos del TIP también forman

oo —o—o o complejos  sindpticos con las dendritas

IPT basales de dichas células piramidales. B. Mis

adelante en el desarrollo (P30), los complejos

sindpticos en el tracto principal han

madurado y se mantienen, pero los del TIP

se han eliminado y posterior a ello las MF que

' conforman este tracto se han retraido de

B Después del Pruning (P30) manera distal a proximal por el proceso de

pruning estereotipado. DG: giro dentado;

circulos  grises:  células  granulares;

tridngulos: células piramidales. Adaptado de
Faulkner et al., 2007.

Tracto principal
2 L e o o

DG - .

* Complejos sinapticos

Eliminacién de

complejos sinapticos
+ Complejos sinapticos y retraccion del IPT

Significado funcional del pruning del TIP

Como se mencioné anteriormente los eventos de pruning axonal facilitan la
eliminacién de axones ectépicos o mal guiados y desemperfian papeles clave en la formacion

de circuitos neuronales (87). Estos axones exuberantes a menudo forman conexiones
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sinapticas, por lo que la eliminacién de sinapsis suele preceder a la retraccién axonal (81,82).
Alteraciones en los eventos de pruning (principalmente de sinapsis) durante el desarrollo
neural y la maduracién de los circuitos han sido propuestos de estar relacionados con
enfermedades mentales y disfunciones cerebrales tales como esquizofrenia, autismo y otros
desordenes clinicos vinculados a la plasticidad cerebral (88-90).

En relaciéon al TIP, existe evidencia de que su longitud se correlaciona con el
desempefio en tareas de aprendizaje espacial en roedores (91). En un estudio de varias cepas
de ratones con diferencias heredables en la longitud del TIP, el aumento en el largo de dicho
tracto se asocié con menos errores en una tarea de laberinto radial (92) y también con un
mejor desempefio en el laberinto de agua (93). Ademas de estas diferencias genéticas
inherentes en la longitud IPB, se han inducido cambios en el largo de este tracto en animales
con sobreexposicién a ciertas hormonas, por ejemplo se observé que el hipertiroidismo en
ratones inducido por inyecciones diarias de tiroxina a partir del dia postnatal PO a P11 dio
como resultado un drea aumentada en el TIP (94). Ademas, los animales hipertiroideos en
este estudio tuvieron menos errores en una tarea de laberinto radial que los controles, lo que
coincide con el rendimiento de ratones con un TIP largo, mencionado anteriormente. Estos
resultados también han sido observados en ratas, en las que existe un efecto dependiente de
la dosis de tiroxina sobre la longitud del TIP (95). Estos estudios ayudan a entender la
importancia funcional del pruning estereotipado del TIP, por lo que estudiar el mismo no
sOlo es relevante como modelo de refinamiento axonal del SNC, sino también por su posible

influencia en eventos de aprendizaje y memoria.

Mecanismo molecular del pruning del TIP: Rol clave de SEMAFORINAS

La caracterizaciéon de fenotipos aberrantes del TIP en varios modelos de ratones KO
ha dado una idea de las moléculas que estdn involucradas en el proceso de pruning
estereotipado de dicho tracto. La interaccién ligando-receptor que hasta ahora ha emergido
como la més critica para el desarrollo normal del TIP es la Semaforina 3F (Sema3F) que actta
a través de un complejo receptor conformado por Neuropilin-2 (Npn-2) y Plexina-A3
(PLXA3) (63). Las semaforinas son una familia de moléculas secretadas o transmembrana
que tienen un dominio amino-terminal denominado “sema”, compuesto por unos 500
aminodacidos, que es clave para la sefializacién debido a su conservacion (96). Estas moléculas
han sido clasificadas segtin sus dominios adicionales en ocho clases (97):

* La clase I y II se encuentran en invertebrados.

* De las clases III a la VII se encuentran en vertebrados: de la clase IV a la VI son

transmembranas, III y VII son secretadas.

* La clase VIII est4 codificada por virus.
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Las semaforinas secretadas acttian principalmente de forma inhibitoria sobre el axén,
operando como sefiales quimio-repulsivas durante el guiado axonal. Sin embargo, a nivel
general, el papel de esta familia de moléculas altamente conservada se ha ampliado para
incluir multiples fendmenos del desarrollo tales como la orientacién atractiva del axén, la
fasciculacion axonal y la migraciéon neuronal (98).

Sema3F pertenece a la clase mejor caracterizada de semaforinas, la clase 3, que son
secretadas. Esta clase de semas acttian a través de un complejo receptor formado por
neuropilinas, que constituyen el componente del complejo al que se une el ligando, y
plexinas, que forman el componente de sefializaciéon. Las neuropilinas son proteinas
transmembrana con una gran region extracelular que consta de cinco dominios y una cola
citoplasmatica corta sin dominios de sefializacién conocidos (99). Las plexinas son proteinas
transmembrana con un dominio sema extracelular y un dominio citoplasmico de aprox. 600
aminoacidos (100). Curiosamente, aunque la mayoria de las semaforinas de clase 3 no se
unen directamente a las plexinas, la afinidad de unién a las neuropilinas aumenta cuando
éstas se encuentran en un complejo con plexinas (101).

Los patrones de expresiéon de estas moléculas indican un posible papel en el
desarrollo del hipocampo, incluyendo el pruning del TIP. En ratones, el ARNm de Sema3F
se expresa a lo largo del hipocampo desde el dia embrionario 15 (E15) hasta PO (102), luego
su expresion baja drasticamente, no encontrandose expresiéon de ARNm detectable al dia P10
y P15, sin embargo, a P20 la expresion se reanuda en las células de CA3 y CAl y es atin
mayor al dia P26, mientras transcurre el pruning estereotipado del TIP (63). El ARNm de
Npn-2 también se expresa en todo el hipocampo de E15 a PO, encontrandose fuertemente
expresado en el GD a PO (102). Posnatalmente, se observé que se expresa robustamente en la
capa molecular interna del GD a P10 y edades adultas; también se detecta Npn-2 en dendritas
de neuronas de CA1y CA3y en los axones y terminales del tracto principal y del TIP a P10,
pero su expresion disminuye en la edad adulta (103). EI ARNm de PLXA3 se expresa en
muchas regiones del hipocampo en desarrollo (a P1), incluyendo las células granulares de
GD, células piramidales maduras y el estrato oriens (104). Cuando el pruning del TIP ocurre,
a P25 la expresion de PLXAS3 se limita al tercio interno del DG (63).

En sintesis, los receptores de semaforina estan presentes principalmente en las células
granulares del GD, mientras que Sema 3F se encuentra especialmente en la trayectoria del
TIP, presentando una baja expresiéon en el desarrollo postnatal temprano, y aumentando
marcadamente al momento de la retraccién del TIP. Este patrén de expresion es consistente
con un papel en el pruning estereotipado del TIP.

Se ha demostrado que estas moléculas ejercen efectos de guia y pruning tanto in vitro
como in vivo. Ratones mutantes para Npn-2 (99), PLXA3 (63,104,105), y Sema3F (106) han

sido generados y caracterizados. Cada uno de estos mutantes tiene un fenotipo hipocampal
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idéntico, con un TIP largo que se extiende hacia la curvatura de CA3. En cada uno de estos
mutantes no se observaron defectos en la densidad celular o migracién celular en el GD, por
lo que la longitud del TIP no se debe a cambios en el niimero de células granulares. En estos
animales mutantes el TIP no se retrae y el adulto conserva las proyecciones en todo el campo
de CA3 como lo hace en la etapa postnatal mas temprana. En los mutantes PLXA3, los
complejos sindpticos que normalmente se eliminan durante el pruning contintan
madurando y alcanzan una forma muy similar a la de los complejos sindpticos de los axones
maduros del tracto principal, mientras que en los animales WT los complejos sinapticos
formados antes del pruning se eliminan previamente al inicio de dicho proceso (105). Estos
modelos KO de Sema3F y sus receptores no han sido caracterizados en tests
comportamentales, por lo que atin se desconocen las consecuencias de las fallas en el pruning
estereotipado del TIP.

Hasta el momento hay poco conocimiento acerca de los efectos aguas abajo de la via
de sefalizacién de las semaforinas y como realmente inducen el proceso de pruning. Hay
evidencias de que la via de sefalizacion de estas moléculas desencadena la reestructuracion
del citoesqueleto de actina (87), sin embargo atin se necesita més trabajo para alcanzar la
completa comprension de esta via

Es importante mencionar que Degano y col. (2009) encontraron defectos en el pruning
axonal en el sistema olfatorio de ratones MeCP2-KO, los cuales estuvieron acompafiados de
alteraciones dindmicas espacio/temporales en la expresion de semaforinas clase 3 (53).

Considerando estos antecedentes, en la presente tesis nos propusimos evaluar el
proceso de refinamiento axonal en el TIP y los jugadores moleculares involucrados en el

mismo en modelos animales deficientes en MeCP2.

PLASTICIDAD PRE-SINAPTICA ESTRUCTURAL EN HIPOCAMPO ADULTO

Ademéds de la plasticidad masiva al nivel de las sinapsis, se ha encontrado en el

hipocampo de ratones y ratas adultos dos sistemas con una plasticidad estructural

macroscopica muy fuerte: la neurogénesis adulta, es decir, la generacion permanente de
nuevas células granulares del GD y cambios dinamicos en el tamafio del TIP, que conecta el

GD con el area CA3.

Ambas formas de plasticidad estructural del hipocampo adulto se correlacionan con
el rendimiento mejorado en tareas de aprendizaje dependientes del hipocampo, ademéas de
encontrarse estrechamente relacionadas entre si (107). Se ha observado que tanto la
formacién de nuevas neuronas del GD por neurogénesis adulta, como la anatomia del TIP
son reguladas dindmicamente en respuesta a estimulos extrinsecos, mas especificamente a
estimulos neurogénicos como la exposicién a un ambiente enriquecido o la induccién de

actividad epileptogénica. En relacién a esto tltimo, se determiné en modelos animales que
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ambos paradigmas de actividad favorecen tanto la neurogénesis adulta en GD (108-110),

como el incremento en el tamafio del TIP (107), (Figura 6).

Figura 6. La actividad epileptogénica
incrementa el volumen del TIP y la
neurogénesis en el GD de hipocampo
adulto de raton (imdgenes tomadas del
trabajo de Romer y col., 2011). A los 15
dias posteriores a inducir el status
epiléptico mediante la administracion de
dcido kainico, los ratones (B) mostraron
un incremento en el TIP en comparacion
a los animales controles (A), como puede
verse sefialado con flechas (tincion con
sinaptoporina, marcador de las MF). A los
7 dias posteriores al status epiléptico se
visualizé también un fuerte incremento en
el niimero de células BrdU+ (marcador de
células en division) en los ratones
inducidos con kainico (D) en comparacion
a los controles (C). Se registro luego que
dicha proliferacion celular retorné a sus
condiciones basales dentro de la sequnda
semana post induccion, no registrindose
diferencias significativas a los 15 (E) y 28
(F) dias de inducido el status epiléptico
con respecto a los controles tratados con | -
vehiculo. Escala (A-F): 100um. glc: capa | E F

celular granular del GD. hl: hilus. g O s S A - .

Por otra parte, también se ha observado que estos dos eventos de plasticidad pre-
sindptica estructural muestran signos de co-regulacién a pesar de tener un control genético
en gran medida independiente. La evidencia sugiere que el tamafio del TIP seria
dindmicamente influenciado por incrementos en la neurogénesis observada luego de un
estimulo neurogénico. En el trabajo de Romer y col. (107), se determiné que la administracion
de un agente convulsivante, como es el acido kainico (AK), aument6 unas seis veces la
proliferacion celular de nuevas neuronas granulares del GD a los 7 dias posteriores a la
inducciéon de actividad epileptogénica. En esta ventana temporal temprana luego de la
actividad originada no se detectaron cambios en las proyecciones axonales que conforman
el TIP, presumiblemente, segtin los autores, porque en ese momento las nuevas neuronas
originadas atin no han extendido sus axones. Sin embargo, encontraron un fuerte aumento
en el volumen del TIP a los 15 dias después de la inyeccion de AK, mientras que en otras
areas como el hilus y el tracto principal no se encontraron diferencias entre animales control
y los inducidos a actividad.

El aumento de las MF en el estrato oriens del area CA3 después de la actividad

epiléptica ha sido informado también por trabajos anteriores (111,112), lo cual apoya la
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propuesta de Romer de que los axones de las neuronas neonatas contribuyen a los cambios
dindmicos en el TIP luego de la neurogénesis inducida por la administracion de AK. Este
trabajo muestra entonces que la distribuciéon de las MF en animales adultos puede ser
regulada dindmicamente con estimulos que influyen en el nimero de nuevas neuronas,
como el ambiente enriquecido o la actividad convulsiva. Sin embargo, los autores también
observaron que si bien esas nuevas neuronas contribuyen con sus axones principalmente
hacia el TIP, no lo hacen de manera exclusiva, aportando también nuevos axones al tracto
principal, por lo tanto el vinculo entre ambos eventos de plasticidad estructural no seria una
relacion causal exclusiva (107).

Durante un periodo de aproximadamente 2-4 semanas después de la division de las
células precursoras en el GD adulto, las neuronas recién nacidas muestran una excitabilidad
aumentada en comparacién con las células granulares maduras (113,114). Se ha especulado
que este periodo inmaduro pero altamente excitable puede ser la fase durante la cual las
nuevas neuronas contribuyen a la funcién del hipocampo (114,115). Esta etapa coincidiria
con la fase de maduracién inmediatamente posterior al contacto sindptico en CA3 (116).
Desde esta perspectiva, una asociacion y co-regulacion de la plasticidad de las MF y la
neurogénesis adulta vuelve a parecer razonable.

En resumen, de acuerdo con las evidencias mencionadas, se ha demostrado que el
tamafio del TIP esta asociado con los niveles de neurogénesis adulta después de estimulos
neurogénicos, sugiriendo que las neuronas recién nacidas en el GD adulto contribuyen

principalmente a la morfologia del TIP.

Cambios dindmicos en el tamaio del TIP

Con respecto al TIP, su considerable plasticidad fue notada tempranamente (117,118),
al igual que la correlacion positiva entre su tamafio y el rendimiento de los animales en una
gran variedad de test conductuales de memoria espacial, existiendo abundante evidencia al
respecto (91,117,119-124). Sin embargo, el mecanismo fisiolégico por el cual un TIP
relativamente mas grande se correlaciona positivamente con la funcion del hipocampo sigue
siendo desconocido. Una posible explicaciéon puede ser que el tracto principal forma
contactos con las dendritas apicales de las células piramidales en CA3, mientras que el TIP
forma principalmente sinapsis con las dendritas basales (125), resultando en inputs que
difieren en sus propiedades electrofisioldgicas y contenido de informacién. Las excrecencias
espinosas (el componente postsindptico en la sinapsis de las MF) estin més cerca del cuerpo
celular piramidal en las dendritas basales que en las dendritas apicales (126) y la mayor
proximidad de las sinapsis de las MF que conforman el TIP sobre las dendritas basales,

proporcionaria una mayor influencia en el potencial de membrana somatico (127). Por lo
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tanto, las variaciones de la distribucién de las MF que conforman el TIP pueden influir en la

forma en que las células granulares impulsan a las células piramidales en CA3.

Neurogénesis hipocampal adulta

La neurogénesis adulta consiste en el proceso de generacién de nuevas neuronas en
el cerebro adulto, una vez ha cesado el desarrollo. Este proceso comprende desde las sefiales
que inducen la divisién de la célula precursora hasta su diferenciacion y establecimiento
definitivo como nueva neurona funcional en la red neuronal y sindptica preexistente (128).

Las zonas del cerebro capaces de producir nuevas neuronas se conocen como
regiones neurogénicas. En el cerebro adulto de mamiferos, se han identificado dos regiones
claramente definidas por la presencia de células madre o precursores neuronales: la zona
subventricular de los ventriculos laterales (SVZ, del inglés “subventricular zone”) y la zona
subgranular (SGZ, del inglés “subgranular zone”) del GD de hipocampo (129-131), (Figura
7). En ambas regiones se generan nuevas neuronas durante toda la vida del animal, aunque
la tasa de produccién puede cambiar con la edad segin la especie. Los precursores
neuronales situados en la SVZ migran a lo largo de la corriente migratoria rostral, hasta
alcanzar el bulbo olfatorio, donde se diferencian y maduran a interneuronas; mientras que,
las situadas en la SGZ dan lugar a células granulares del GD, donde se conectardn
sindpticamente con las vias aferentes procedentes de la corteza entorrinal y enviaran sus

axones con informacion eferente a las neuronas piramidales de CA3.
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Regiones neurogénicas
(NEUROGENESIS constitutiva)

Regiones no neurogénicasw
(GLIOGENESIS constitutiva)

Figura 7. Regiones neurogénicas y no neurogénicas. La generacion de nuevas neuronas estd restringida
en el cerebro adulto de ratén a dos regiones: el hipocampo (SGZ, zona subgranular de giro dentado) y los
ventriculos laterales (SVZ, zona subventricular de los ventriculos laterales) (neurogénesis constitutiva en
rojo). Son varias las regiones no neurdgenicas de las cuales se han hallado evidencias de su potencial
neurogénico bajo un determinado estimulo o circunstancia, aunque en condiciones fisioldgicas producen
unicamente células gliales (gliogénesis constitutiva en azul). Modificado de Martino y col., 2010 (220).

En cuanto al proceso de neurogénesis hipocampal adulta, se ha demostrado fehacientemente
que las nuevas neuronas son capaces de procesar informacién de la misma manera que las
neuronas granulares preexistentes en el hipocampo adulto (132). El GD, donde tiene lugar
dicho proceso, posee una organizacion en capas. Asi, los precursores neuronales se localizan
en la zona subgranular (SGZ) que queda delimitada por la capa de somas de las células
granulares y el hilus (133).

La tasa de neurogénesis hipocampal es regulada por estimulos fisiolégicos; por
ejemplo, la actividad fisica voluntaria, el ambiente enriquecido, algunos paradigmas de
aprendizaje y condiciones patoldgicas como la epilepsia y la isquemia aumentan el namero
de neuronas nuevas (134-136). Por el contrario, situaciones de estrés, depresion y
envejecimiento disminuyen la tasa de generacién de nuevas células neuronales (137,138).

Las células de GD recién nacidas tienen poca semejanza con sus homologos maduros
y deben someterse a un largo proceso de maduracién morfoldgica y fisiolégica. En ciertos
aspectos, la maduracién de las neuronas neonatales en el hipocampo adulto sigue
mecanismos similares al desarrollo del cerebro fetal. Asi, durante el proceso de neurogénesis

hipocampal adulta tienen lugar los siguientes eventos (139) (Figura 8):
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1. Proliferacién
Las células madres o precursores neuronales de la SGZ proliferan generando células
progenitoras neurales (128). En roedores, la duracién del ciclo mitético de los precursores es
de 12 a 24 horas, lo que lleva a la produccion de aproximadamente entre 8.000 y 10.000
nuevas neuronas por dia (140,141). Dado que el GD consiste de aproximadamente un millén
de células granulares (35% del total del hipocampo), este fenémeno es capaz de generar un
poco menos de 1% del total de células granulares cada dia. Sin embargo, se ha estimado que
en condiciones normales la tasa de muerte de las nuevas células generadas es alrededor del
50% durante sus primeros dias, disminuyendo con la edad de la nueva neurona (142).
Estas células progenitoras neurales en desarrollo reciben las primeras entradas
sindpticas GABAérgicas, siendo particularmente sensibles a dicha estimulacion (143,144).
Del mismo modo, las células precursoras responden a estos estimulos mediante el aumento
de la proliferacion celular (145).
2. Diferenciaciéon
Las células progenitoras neurales sobrevivientes se diferencian principalmente en
células granulares glutamatérgicas (80-85%), que viven durante meses en el GD (hasta 11
meses testeados), integrandose en los circuitos (142). Sin embargo también algunos
progenitores neurales se diferencian en interneuronas GABAérgicas, mientras que una
menor proporcion lo hacen en astrocitos, oligodendrocitos o microglia (146).
3. Migracion
Las nuevas neuronas hipocampales no migran grandes distancias, sino que se producen
enla SGZy tienen su destino a pocas micras de distancia en la capa granular, en el propio
GD, donde maduran y se integran a circuitos ya existentes.

4. Contacto dendritico v axonal.

En roedores, a los 10-14 dias de edad, las nuevas neuronas generadas extienden sus
dendritas dentro de la capa molecular del GD y envian su axén, es decir las MF, hacia CA3,
donde posteriormente contactan con neuronas piramidales (147). En particular, estas células
son activadas tonicamente por el GABA (148).

5. Integracion sinaptica.

Durante la tercera semana después del nacimiento, las nuevas células de GD
comienzan a formar conexiones aferentes y eferentes con la red neuronal local. Alrededor
del dia 16, comienzan a aparecer espinas en las dendritas de estas células, formando sinapsis
con las fibras axonales aferentes procedentes de la corteza entorrinal (149). La mayoria de
los filopodios de las nuevas células de GD hacen blanco con botones axonales que ya han
establecido sinapsis con espinas existentes en otras células de GD formando maltiples
botones sinapticos, lo que sugiere que la integracion en la red de las nuevas células de GD

estd influenciada por la actividad sinaptica local (150). De manera similar, los botones de las
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MF de estas nuevas células forman inicialmente sinapsis con dendritas de neuronas
piramidales de CA3 en una region cercana a excrecencias espinosas existentes o directamente
con excrecencias existentes que ya contienen un botén (149,150). Esto indicaria que la
formacién de sinapsis eferentes de las nuevas neuronas de GD también puede verse afectada
por las sinapsis existentes. Por lo tanto, el desarrollo de las conexiones aferentes y eferentes
de las células recién generadas parece implicar la orientacién de socios sindpticos
preexistentes, lo que sugiere un papel para la actividad del circuito en la integraciéon de las

nuevas células granulares producto de la neurogénesis adulta.

14 dias

Capa de
células
granulares

g8y

7 dias

——
Células Células en estadode Neurona
Estadio Precursor Progenitoras transicion entre N eur:na Granular madura
neuronal  oynales proliferativasy post-mitéticas  '"'madura

Fase Precursores celulares | Maduedén

Supervivencia
temprana

Evento

Marcadores

Sinapsis

Figura 8. Esquema temporal del desarrollo de nuevas neuronas granulares adultas en el GD de
ratén. Secuencia propuesta de tipos celulares en la neurogénesis del ipocampo adulto. Cinco estadios de
desarrollo neuronal pueden 1identificarse segiin morfologia, capacidad proliferativa, expresion de
marcadores y conectividad sindptica. Modificado de Encinas y col., 2011y Aimone y col., 2014 (221,222).
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RTT es uno de los pocos trastornos del espectro autista de origen monogénico que se
traduce en retraso mental, disfuncién motora, convulsiones, y caracteristicas de autismo. En
1999 se describid que la principal causa de RTT consiste en mutaciones en la proteina unidora
de metil-CpG 2 (MeCP2). Esta proteina es un miembro de la familia de proteinas unidoras
de metil-CpG en el ADN que se unen a promotores de genes y regulan su expresion.
Alteraciones en esta proteina se han encontrado en pacientes con desérdenes de aprendizaje
y neuropatologias asociadas, lo cual sugiere que esta proteina juega un papel importante en
el desarrollo y mantenimiento de los circuitos neuronales. La comprensiéon de los
mecanismos patolégicos que llevan a este sindrome seria de gran importancia para conocer
las bases de estos trastornos y para impulsar el desarrollo de terapias. A pesar de que se ha
establecido una relaciéon de causalidad para RTT, poco se sabe acerca de los mecanismos
moleculares por los cuales mutaciones en MeCP2 causan defectos del neurodesarrollo y el
complejo curso clinico de RTT.

Es importante mencionar que, al analizar la bibliografia existente referente al papel
que cumple MeCP2 en el neurodesarrollo, observamos que la gran mayoria de los estudios
realizados se concentraron en el efecto causado por mutaciones en MeCP2 sobre los
componentes postsindpticos de las conexiones neuronales, es decir arborizaciones
dendriticas, morfologia y densidad de espinas dendriticas. Esto se debe posiblemente a que
la evidencia temprana de los estudios post mortem en pacientes con RTT apoy¢ la hipétesis
de que dicha enfermedad es un trastorno del refinamiento dendritico y plasticidad sinaptica.
Por lo tanto, la mayoria de los esfuerzos han abordado el papel de MeCP2 en el desarrollo y
la funcién dendritica, encontrandose précticamente inexplorada la importancia funcional
que tiene MeCP2 sobre los componentes presinapticos (crecimiento de axones, refinamiento
y guiado axonal, etc.), igualmente importantes en la conectividad neural. Es por esto que en
la presente Tesis la atencién se centré en describir como se encuentran afectados estos
elementos presinapticos ante alteraciones en MeCP2, tanto durante el neurodesarrollo como

en el mantenimiento y respuesta a estimulos.

Nuestra hipétesis general de trabajo establece que MeCP2 cumple un papel critico
en los procesos de guiado, refinamiento y plasticidad axonal dependiente de actividad
neural. La falta de MeCP2 normal durante el neurodesarrollo, alteraria la expresiéon de
moléculas involucradas en el crecimiento, guiado y refinamiento de axones, generando
defectos a largo plazo en la estructura y la funcién presinaptica. Estos defectos constituirfan
la base neurobiolégica de algunas de las alteraciones de comportamiento presentes en estos

desérdenes.
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El objetivo general del presente proyecto es definir mecanismos celulares y moleculares por

los cuales mutaciones en MeCP2 generan defectos presindpticos y afectan la conectividad

del circuito MF-CA3 de hipocampo.

Objetivo 1: Identificar los defectos inducidos por mutaciones en MeCP2 sobre la
formacion del circuito hipocampal durante el neurodesarrollo.

1A. Determinar el papel de MeCP2 en la formacién y maduracién del circuito MF -CA3 del
hipocampo. Para ello se analizara el crecimiento axonal y trayectoria hacia el blanco en
modelos animales mutantes para MeCP2.

1B. Examinar los niveles de expresion de moléculas involucradas en el establecimiento de la
conectividad neural: semaforinas clase 3 y neurotrofinas, durante el neurodesarrollo

postnatal del hipocampo de dichos animales.

Objetivo 2: Definir mecanismos por los cuales mutaciones en MeCP2 interfieren con
procesos de plasticidad estructural pre-sinaptica dependiente de actividad en hipocampo
adulto.

2A. Analizar cémo la exposiciéon de animales mutantes a actividad epileptogénica afecta la
plasticidad del circuito MF-CA3, incluyendo: eventos de neurogénesis adulta, maduracion
neuronal y cambios dindmicos en el TIP.

2B. Examinar como la actividad sinaptica afecta la expresiéon de genes implicados en la
conectividad, en particular miembros de la familia de semaforinas clase 3 y BDNF en

animales mutantes para MeCP2.

Objetivo 3: Evaluar la correlacién entre las alteraciones estructurales presentes en
hipocampo y alteraciones cognitivas en ratones mutantes para MeCP2.
3A. Evaluar el desempefio (aprendizaje y memoria espacial) de animales WT y mutantes en

un test de memoria espacial (Laberinto de Barnes).
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MATERIALES

REACTIVOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

GoTaq ADN polimerasa, desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTPs), Buffer de
reaccion para GoTaq 5X, Inhibidor de ARNasa recombinante (RNasin), Enzima transcriptasa
reversa M-MLV, Marcador de peso molecular para ADN 100 pb, buffer de carga 6X para
ADN y Agarosa se obtuvieron de Promega (Madison, WI, USA). Reactivo DAB (3,3'-
tetrahidrocloruro de diaminobencidina), Bromuro de Etidio, Acido kainico (AK), fueron
adquiridos de la empresa Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA) y 5-bromo-2-desoxiuridina
(BrdU) de Roche (Mannheim, Germany). TRIzol, ADNasa I y Mezcla para PCR en tiempo
real (SYBR Green) se adquirieron en Invitrogen (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). El resto de los reactivos utilizados fueron de calidad analitica, de la

mayor pureza disponible.

MODELOS ANIMALES

Para la realizacion de esta tesis se utilizaron ratones mutantes para MeCP2 del
modelo MeCP2-308. Estos animales portan un codén prematuro de terminacién en el
aminodacido 308, generando una proteina MeCP2 trunca que carece de la regién C-terminal
(20). En dicho modelo, los signos caracteristicos (dificultades respiratorias, temblores,
“clasping” de patas traseras) comienzan alrededor de la sexta semana de vida y los animales
sobreviven hasta el afio de edad.

Este modelo animal (B6.129S-Mecp2<tm1Hzo> /], Stock 005439) fue obtenido de The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) y los animales se alojaron en el Bioterio del
Departamento de Quimica Biol6gica- CIQUIBIC de la Facultad de Ciencias Quimicas. Los
animales fueron mantenidos en una sala con aire filtrado y condiciones controladas de
luz/oscuridad (12hs/12hs) y temperatura (22°C * 2), con provisién de agua y alimento
estériles ad libitum (alimento balanceado “Cooperacién” irradiado). La colonia se mantuvo
en un background C57BL/ 6], para lo cual hembras heterocigotas portadoras de la mutacion
en MeCP2 fueron apareadas con machos WT de la cepa C57BL/ 6] (obtenidos del INIMEC,
Cordoba, Argentina). Las crias fueron genotipificadas y en todos los experimentos
desarrollados en esta tesis se trabajé con animales WT y mutantes (MUT) de la misma
camada y s6lo con ratones machos a fin de evitar las variaciones generadas por el proceso
de inactivacion aleatoria del cromosoma X, (machos MUT: hemicigotas MeCP230%Y). Dado
que el gen MECP se encuentra en el cromosoma X, las hembras presentan un espectro de
manifestaciones y de porcentajes de expresion de los alelos WT y mutante en los distintos
tejidos, lo que dificulta la interpretacién de los resultados. Por eso, en la mayoria de los casos

se utilizan los ratones machos WT y MUT

-44-|Pagina



MATERIALES Y METODOS

Parte de los experimentos del segundo bloque experimental de la presente Tesis,
fueron asimismo realizados utilizando el modelo animal de ratones KO para MeCP2
(modelo MeCP2Bird), durante la pasantia de investigaciéon de cuatro meses que realicé en
Johns Hopkins Medical Institute de Baltimore, USA. El modelo KO fue obtenido de The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA), cepa B6.129P2(C)-Mecp2<tm1.1Bird>/], Stock
003890 y fueron mantenidos y generados de manera similar a lo explicado para el modelo
mutante. Los ratones del modelo MeCP2Bird (machos hemicigotas: MeCP27Y) son KO
condicionales que portan una delecion en los exones 3 y 4 del gen MECP2 que se produce al
comienzo del desarrollo embrionario, causando la ausencia total de la proteina MeCP2 en el
animal. Alrededor de 5 semanas de edad, los ratones machos KO muestran hipoactividad,
“clasping” de las patas traseras, temblor, reduccién del peso corporal y cerebral y mueren

alrededor de las 10-12 semanas de edad (35).

LABERINTO DE BARNES

Se utiliz6 el test de Barnes para evaluar si existian déficits cognitivos en el aprendizaje
y la memoria espacial de ratones MUT para MeCP2 (MeCP2 308/Y) en comparacién con el
grupo WT (comparieros de camada). Para tal fin se construy6 un laberinto de Barnes para
raton el cual consistié en una plataforma circular construida a partir de una losa de PVC
blanco con un didmetro de 92 cm. Veinte orificios con un didmetro de 5 cm se hicieron en el
perimetro (separados entre si por 7,5 cm y a 2 cm de distancia desde el borde de la
plataforma). Por debajo de uno de los orificios de la plataforma (orificio blanco) se colocé
una caja de escape negra de 20 cm de largo, por 9 cm de alto y 9 cm de ancho, con una rampa
en su interior (Figura 9A y B).

La plataforma circular se ubic6é a una altura de 1 m desde el suelo y por sobre la
misma, a 1 m de distancia, se alumbré con dos focos de luz blanca de 150 W cada uno. Seiiales
visuales constituidas por paneles con formas simples coloreadas (cuadrados, triangulos,
estrellas) fueron montadas alrededor de la habitacion donde se realiz6 el test (Figura 9C). La
totalidad de las sesiones fueron grabadas usando una camara de 12 megapixeles colocada

por encima de la plataforma (Figura 9D).
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Blanco

Figura 9. Laberinto de Barnes. A y B. Laberinto de Barnes para raton conformado por una plataforma
circular de 92 cm de didmetro con 20 orificios de 5 cm de didmetro ubicados en la periferia de la misma. La
caja de escape negra se ubica por debajo de uno de los orificios (blanco) de la plataforma. C. Sefiales visuales
coloridas (estrella rosa y tridngulo azul) colocadas a los lados del orificio blanco. D. Imagen de grabacion de
una sesion de entrenamiento de un ratén durante el test de Barnes.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios empleados en la presente tesis doctoral.

. kel Numero
Proteina que Abreviatura Siedio || PG Fabricante de
reconoce en: THQ <
catalogo
L Chemicon (Billerica,
Calbindina D-28k Cb Cabra 1/500 MA, USA) AB1778
3,3"-
tetrahlddrce)cloruro BrdU Raton | 1/1000 Roche (Basilea, Suiza) 11170013760
diaminobencidina
i C Princeton,
Beta tubulinaclase | ;9 Raton | 171000 | ~Ovnee (Princeton e gasp
1 New Jersey, USA)
Proteina acida . Sigma-Aldrich Co. LLC
fibrilar glial GEFAP Conejo | 1/250 (St. Louis, MO,USA) 9269
Proteina nuclear LSBio (Seattle,
neuronal NeuN Pollo 1/1000 Washington, USA) C149132
Santa Cruz
Doblecortina DCX Cabra 1/200 Biotechnology (Dallas, sc-8066
Texas, USA)
Tropomyosin- 1 I
related kinase B P-TrkB Conejo | 1/250 Mllh}\)/[cie S?}Snca’ ABN1381
receptor ’
. . . Synaptic Systems
Sinaptoporina Synpr Conejo | 1/1000 (Goettingen, Germany) 102 002
Trasportador . T
vesicular de Vglut Conejo | 1/1000 Cherﬁi’“&gf)ema' AB5905
glutamato ’
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METODOS

GENOTIPIFICACION DE LOS ANIMALES

A los 14 dias de edad todas las crias de las cruzas realizadas entre madres
heterocigotas de los modelos MeCP2-308 y MeCP2Bird con machos WT de la cepa C57BL/ 6]
fueron genotipificadas para la posterior utilizacion de los machos en los diversos
experimentos relacionados a los objetivos de la presente tesis y de las hembras heterocigotas
como stock para futuras cruzas y mantencién de la colonia.

L. Aislamiento de ADN gendmico

Para la obtenciéon de ADN genémico se partié de una muestra de la punta de la cola
de cada ratéon (aproximadamente 1-2 mm) y se colocé en un tubo Eppendorf identificado
para cada animal. Luego para la degradacion del tejido se agregé a cada tubo 500 ul de NaOH
0,05 M y se incub6 a 90°C en bafio de Maria por aproximadamente 30-45 min o hasta que el
tejido quede disgregado. A continuacién se neutraliz6 la solucioén agregando a cada tubo 50
ul de Tris-HCI 1 M pH 8,0 y se procedi6 a la centrifugacién de las muestras durante 5 min a
14000 g para descartar los restos del homogenato y pasar el sobrenadante conteniendo el
ADN a un nuevo tubo, quedando asi lista la muestra para utilizarla en la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). E1 ADN genémico en suspension fue
almacenado a -20°C hasta ser analizado.

1L Reaccién en cadena de la ADN polimerasa

A cada tubo de PCR se le agregaron 2 pl de la muestra de ADN genémico, 0,6 pl de
cada solucién madre de 20 uM de primer (las secuencias de los iniciadores se obtuvieron a
partir del sitio web de The Jackson Laboratories que comercializa los animales, ver Tabla 2)
y 3,5 ul de la mezcla de PCR constituida por los siguientes reactivos: 1,2 pl de Buffer libre de
Mg 10X, 1,2 pl de MgCl» 25 mM, 0,1 pl de Tag Polimerasa (5 U/ul) y 1 pl de dNTP 2,5 mM
(siguiendo las especificaciones del fabricante). Luego se llevé toda la mezcla a un volumen
final de 12 pl con agua milliQ estéril.

Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania), utilizando el siguiente esquema estandar de ciclos de
temperatura:

1- Denaturalizacién inicial del ADN a 94°C por 3 minutos.

2- Denaturalizaciéon del ADN a 94°C por 30 segundos.

3- Unién de los primers al ADN molde a 62°C por 30 segundos.

4- Polimerizacién y extension de los fragmentos a amplificar por la polimerasa a
72°C por 1 minuto.

5- Repeticion de la curva de temperaturas desde el paso 2 al 4 durante 35 ciclos.
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6- Finalmente al programa se da término con una extensién de la polimerasa de 2
minutos a 72°C, para asegurar la completa polimerizacién de los productos

amplificados.

Tabla 2. Secuencia de los vrimer empleados vara la PCR en la ¢enotivificacion de los animales.

Secuencias de los INICIADORES o PRIMERS para PCR
Primers o cebadores para MeCP2-308

ARN mensajero Secuencias 5'— 3° Tamafio del amplicén
MeCP2 T1F AACGGGGTAGAAAGCCTG WT= 396 nt
MeCP2 T1BR ATGCTCCAGACTGCCTTG MUT= 318 nt
MeCP2 T1AR TGATGGGGTCCTCAGAGC HET=396/318

Primers para MeCP2Bird

ARN mensajero Secuencias 5 — 3’ Tamario del amplicon
MeCP2 WT CCACCCTCCAGITTGGTITTA WT= 400 nt
MeCP2 WTr GACCCCTTGGGACTGAAGTT KO= 450 nt
MeCP2 KO r CCATGCGATAAGCTTGATGA HET=400/450

III.  Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Los productos de la PCR se corrieron en una electroforesis en gel de agarosa al 2 %.
La preparacion de cada gel de agarosa se realiz6 pesando 1 g de agarosa para preparar 50 ml
de gel, disolviendo la misma en 50 ml de solucién buffer TAE 1X (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1
mM EDTA pH 8,0), esta mezcla se fundi6 en un horno hasta lograr una completa disolucién
de la agarosa, evitando la ebullicién de la mezcla. Se dejé enfriar la mezcla a temperatura
ambiente y se le agregé 2,5 ul de bromuro de etidio a partir de una solucién stock de 10
mg/ml. Posteriormente se vaci6 la mezcla en el molde de acrilico de la cdmara electroforética
(Bio Rad, California, USA) y se coloco el respectivo peine (de acuerdo a la cantidad de
muestras a sembrar) para formar los pocillos en el gel a polimerizar.

La separacion por tamafio molecular de los fragmentos de ADN se realiz6
sometiendo el gel y las muestras de ADN (mezcladas con 2 pl de buffer de siembra) a una
migracion electroforética de corriente a voltaje constante (100 mV) con el mismo buffer TAE
1X de preparaciéon del gel. El tamafio de los fragmentos separados se estimé comparando las
bandas obtenidas con un marcador de peso molecular (100 pb ADN ladder), los cuales se
cargaron en el gel junto a las muestras y controles. Se identificaron los fragmentos de ADN
luego de la electroforesis, visualizandolos por emisiéon de luz UV resultante de la
incorporacion del bromuro de etidio a la doble hebra de ADN. Todos los resultados
obtenidos a partir de electroforesis en geles de agarosa fueron registrados utilizando el
transluminador UV (Ultraviolet Transilluminator Biolmaging Systems) acoplado a un

sistema de documentacién fotogréfica (Gel Doc-it, Imaging System).
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Para el caso de los ratones MeCP2-308 los resultados posibles de la genotipificacion
pueden ser los siguientes patrones de bandas en la corrida electroforética:

v" Una banda de 396 pares de bases (pb) para ratones WT.

v" Una banda de 318 pb para ratones MUT.

v" Dos bandas (una de 396 pb y otra de 318 pb) para ratones hembras heterocigotas.
Patrones de bandas en la corrida electroforética de muestras de ratones MeCP2Bird:

v' Una banda de 450 pb para ratones KO

v" Una banda de 400 pb para ratones WT

v" Dos bandas (una de 450 pb y otra de 400 pb) para ratones hembras heterocigotas.

INDUCCION DE ACTIVIDAD NEURONAL

A fin de evaluar eventos de plasticidad estructural pre-sindptica de hipocampo ante
defectos en MeCP2, ratones de ambos modelos mutantes para dicha proteina fueron
sometidos a un paradigma de actividad en vivo. Dos formas bien establecidas de inducir
actividad neuronal son la induccion de actividad epileptogénica, por ejemplo mediante la
administracion de AK, o exponer el animal a un ambiente enriquecido en donde se colocan
distintos elementos novedosos en la caja donde se hospeda el ratén (ruedas para correr,
tubos, rampas, etc) (107,151). En nuestro caso, considerando principalmente las limitaciones
del bioterio utilizado, en cuanto a disponibilidad de espacio y tiempo de uso experimental
necesarios para monitorear cada animal por separado, el paradigma de actividad en vivo
elegido fue la induccién de actividad epileptogénica mediante la administracién de AK, un
agente convulsivante. La actividad epileptogénica en la formacion hipocampal aumenta
fuertemente el nimero de nuevas neuronas del GD (107,110,152,153). Por lo tanto, se utilizé
AK para la induccién de convulsiones en nuestros modelos de ratones (mantenidos en la
cepa C57BL/6) para potenciar fuertemente la neurogénesis sin llevar a la muerte celular
masiva ni a un brote de MF supragranulares o una reorganizacién estructural del
hipocampo, debido a la relativamente alta resistencia de esta cepa a insultos excitotoxicos
(107,154).

Ratones machos adultos WT y MUT de 9 semanas de edad (P63) del modelo MeCP2-
308, y ratones WT y KO de 6 semanas (P42) del modelo MeCP2Bird fueron administrados
con una sola inyeccién intraperitoneal (ip) de AK (dosis: 20 mg de acido AK/kg de peso) a
partir de una solucién madre de 5 mg/ml preparada en solucién tampoén de fosfato salino
estéril (PBS) 0,01 M. A su vez, dentro de cada modelo animal se establecieron grupos
controles conformados por ratones MUT /KO y sus respectivos compafieros de camada WT
a los cuales se les administré una inyeccion ip de PBS estéril en un volumen equivalente a
los inyectados con AK. De este modo, dentro de cada modelo mutante para MeCP2 quedaron

establecidos 4 grupos experimentales: MUT (o KO) AK, MUT (o KO) control, WT AKy WT
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control. La diferencia con respecto a la edad en la que se administro el tratamiento con AK
en animales de los dos modelos (MUT y KO), se debié fundamentalmente a que la
supervivencia de los KO es mucho menor que la de los ratones MUT.

La edad de tratamiento con AK en ratones del modelo MeCP2-308 fue determinada
luego de realizar pruebas piloto a distintas edades. A las 6 semanas, los ratones MUT
resultaron ser resistentes a AK, no se evidenciaron convulsiones ni tampoco un aumento en
la expresion de genes inducidos por actividad sindptica (BDNF o Arc medidos por real time
PCR en hipocampo). Por otra parte, los animales MUT de 12 semanas de edad ya mostraban
sintomas como temblores marcados y resultaron ser muy sensibles al tratamiento con AK
(datos no mostrados). En base a estas observaciones y con el objeto de inducir una
estimulaciéon controlada, decidimos utilizar ratones de 9 semanas de edad para el
tratamiento con AK en el modelo MeCP2-308. En el caso del modelo MeCP2Bird, se utiliz6
una edad ya reportada en la literatura (155).

En los animales inyectados con AK se registré la respuesta epiléptogénica, la cual se
hace evidente luego de aproximadamente 20 minutos de administrada la dosis del agente
convulsivante. Desde el momento de la inyeccion con AK hasta finalizado el efecto del
mismo, los animales fueron alojados individualmente en cajas separadas. La severidad de la
respuesta epileptogénica fue graduada de acuerdo a la siguiente escala: 0- similar al control;
1- echado con aumento del ritmo respiratorio; 2- en estado de “congelacion” y con
contracciones erraticas del cuerpo; 3- cola recta y tiesa con o sin sacudidas; 4- las patas
delanteras comienzan a temblar; 5- cola recta y tiesa junto con temblor de patas delanteras
(una vez); 6- continuamente (mas de dos veces) muestra cola recta y tiesa junto con temblor
de pata delanteras; 7- convulsiones ténico clénicas completas, saltos; 8- muerte (adaptado

de McLeod 2013) (155).

ADMINISTRACION DE BrdU

Para el andlisis de las nuevas neuronas granulares de GD, producto de la
neurogénesis inducida por actividad neuronal, los ratones WT y MUT del modelo MeCP2-
308 fueron sometidos a actividad epileptogénica y sus controles fueron inyectados (ip) con
3,3'-tetrahidrocloruro de diaminobencidina (BrdU), en dosis de 50 mg por Kg de peso, a fin
de marcar las células progenitoras neurales del GD adulto. BrdU es un analogo sintético de
la timidina, que se incorpora al ADN en la fase S del ciclo celular, y que permite la posterior
identificacion de las células en divisién y su progenie. Dicho compuesto se inyect6 a partir
de una solucién madre de 10 mg/ml preparada en solucién tampén PBS 0,01 M, con NaOH
1M, la cual fue sometida a sonicacion.

Para el estudio de la proliferacion de nuevas células granulares de DG inducida por

la administraciéon de AK, se marcaron diferentes cohortes de progenitores celulares en un
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solo dia. Para ello se aplicaron 3 dosis de BrdU (separadas por 6 hs) en el 6t dia posterior a
la induccién con AK, ya que alrededor de la primer semana luego de la induccién de
actividad neuronal es el momento donde se detecta la mayor actividad proliferativa en el
GD (107). Se eligi6 separar una dosis de otra por 6 hs debido que este tiempo minimo
descrTIPo para la duracién del ciclo celular de las células progenitoras neurales del GD de
ratones adultos (156). Los animales se perfundieron a los 2 dias posteriores a la
administracion de BrdU.

Para el estudio de la maduracion de nuevas células granulares de DG formadas a
partir de la neurogénesis inducida por la administraciéon de AK, se marcaron diferentes
cohortes de progenitores celulares durante 3 dias: 5to, 6t y 7mo dias posteriores a la
administracion de AK (ventana temporal de mayor actividad proliferativa), inyectando 2
dosis por dia, separadas por 7 hs. Los animales se perfundieron a las 4 semanas desde la
altima dosis de BrdU administrada, tiempo suficiente para que las nuevas células
progenitoras neurales del GD alcancen una morfologia caracteristica de las células

granulares maduras (157).

PERFUSION DE LOS ANIMALES

Los animales fueron anestesiados con una mezcla 2:1 de ketamina 50mg/ml y
clorhidrato de xilazina 2% (300 ul cada 100 g de peso corporal). Con el fin de fijar el tejido
cerebral se realiz6 una perfusiéon utilizando una bomba peristéltica P-3 (c6digo 19-0626-01,
Pharmacia, Estocolmo, Suecia), con mangueras de goma de 2 mm de didmetro interno y
agujas de puntas romas de 21 G utilizadas para punzar el ventriculo cardiaco izquierdo.
Primeramente se lavé la sangre con PBS filtrado 0,01 M a 4 °C, a 120 ml/h durante 15 min.
A continuacioén se perfundi6 el tejido con paraformaldehido (PFA) 4 % en PBS 0,01M a 4 °C
y a 120 ml/h por 20 min. El cerebro fue extraido de la cavidad craneal e incubado en PFA
4% por 24 h. Para su crioproteccion, los tejidos cerebrales fueron pasados a soluciones de
sacarosa de concentracion creciente (15 % y 30% en PBS 0,01M) hasta que decantaran al fondo
del recipiente. Finalmente, fueron embebidos en medio de montaje Cryoplast® (Biopack,
Buenos Aires, Argentina) y conservados a -80 °C hasta ser cortados en un cridstato.

La perfusiéon de los distintos grupos experimentales de animales se realizé a
diferentes edades post natales de acuerdo al experimento realizado.

- En la primer parte de esta Tesis, focalizada en el neurodesarrollo, donde se trabajé
con el modelo MeCP2-308, 4 animales MUT y 4 WT (respectivos comparieros de
camada) fueron perfundidos a las siguientes edades postnatales, de acuerdo a
estudios previos (63): P14, previo al desarrollo del “pruning” del TIP; P30, durante el

desarrollo del mismo y a P49 y P84, posterior a la finalizacién de dicho proceso.
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- En la segunda parte de la Tesis, donde se trabaj6 con ratones tratados con AK (P63
de edad en modelo MeCP2-308 y P42 en modelo MeCP2Bird), las perfusiones se
realizaron en distintos tiempos posterior a la induccién (107):

v’ 8 dias post inducciéon con AK, para el analisis de la proliferacion celular de
nuevas células granulares de GD producto de la neurogénesis inducida por
actividad neuronal (ver méas abajo).

v 2 semanas post induccion con AK, para el anélisis de cambios dinamicos en
el volumen del TIP como respuesta pléstica a la actividad neuronal (ver mas
abajo).

v 5 semanas post induccion con AK, para el anélisis de la maduracion celular
de las nuevas células granulares de GD producto de la neurogénesis inducida

por actividad neuronal (ver mas abajo).

PREPARACION DE CRIOSECCIONES

Secciones coronales de 20 pm de espesor fueron cortadas con cridstato y adheridas a
portaobjetos de vidrio previamente silanizados. Para cada cerebro se utilizaron 12
portaobjetos numerados, en cada uno se agruparon 6 secciones seriadas de cerebro,
comenzando a tomar en el portaobjeto N°1 la primera seccién a la altura del comienzo del
hipocampo cuando se comenzaron a visualizar (mediante el uso de lupa) el GD y la region
CA3 bien diferenciados. Cada una de las 11 secciones subsiguientes fueron adheridas a
sendos portaobjetos numerados. La seccién 13 se incorporé al portaobjeto N°1, luego cada
una de las 11 secciones siguientes se adhirieron a los portaobjetos numerados y asi
sucesivamente hasta completar las seis secciones por vidrio. De este modo en el mismo
portaobjeto quedo representado un fragmento de la regién dorsal del hipocampo que abarca
240 pm de largo del eje rostro-caudal (o septo-temporal) del mismo. Una vez listos los cortes

se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

IHQ enzimatica (Peroxidasa) utilizando el cromégeno DAB

Esta técnica se utiliz6 para la marcacion de las MF hipocampales a fin de medir luego
los procesos de pruning y cambios dindmicos en el volumen del TIP. Para ello, los criocortes
fueron secados durante toda la noche a 37°C y posteriormente se lavaron 2 veces con PBS
0,1M por 10 min. Luego se bloque¢ la actividad peroxidasa endégena incubando los tejidos
con 0,5% de peréxido de hidrégeno (30%) en PBS durante 20 min seguido de 3 lavados con
PBS de 10 min cada uno. A continuacion se permeabilizaron los tejidos durante 20 min a

temperatura ambiente con Tritén X-100 0,2% en PBS, y se bloquearon con suero fetal bovino
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(SFB) 4% (preparado en la solucién de permeabilizaciéon) por 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se agregaron los anticuerpos primarios (Calbindina o Sinaptoporina)
preparados en solucién de bloqueo (ver diluciones en Tabla 1) y se incubaron toda la noche
a 4°C (todo el procedimiento debe realizarse en cdmara hiimeda). Al dia siguiente se lavaron
los cortes con PBS 3 veces por 10 min cada una, se marcaron con el anticuerpo secundario
ligado a biotina (preparado en PBS) durante 1 h a temperatura ambiente y se lavaron
nuevamente dos veces en PBS por 10 min. A continuacién los cortes se incubaron por 30 min
con un complejo constituido por avidina conjugada con la enzima peroxidasa preparado en
PBS en una dilucién de 1/200 y luego los cortes se lavaron 3 veces en PBS por 10 min cada
vez. Por tltimo se revelaron los tejidos con la soluciéon cromégena DAB (Vectastain,Vector
Laboratories), conformada por 3-3"diaminobencina y peréxido de hidrégeno en buffer. Se
detuvo la reaccion mediante el lavado con agua milli Q y se montaron con Mowiol.

La peroxidasa reacciona con su sustrato especifico, el peréxido de hidrégeno,
formando un complejo que interacciona con el croméforo DAB, quedando este dltimo en
estado oxidado y dando como resultado la formacién de polimeros insolubles de una
coloraciéon marrén oscuro, lo que hace posible realizar preparaciones histologicas
permanentes .

Los tejidos fueron observados y fotografiados con objetivos 10X de un microscopio
Axioplan (Carl Zeiss) equipado con una cdmara Olympus XM10. La imagenes obtenidas se

analizaron con el programa FIJI/Image] (NIH).

Inmunofluorescencia

Los criocortes fueron secados durante toda la noche a 37°C y se lavaron en PBS 3
veces por 10 min cada una. Luego los tejidos se permeabilizaron durante 20 min a
temperatura ambiente con Triton X-100 al 0,2% en PBS, y se bloquearon con SFB 4% (en PBS-
Triton X-100 al 0,2%) por 1 h a temperatura ambiente. A continuacién se agregaron los
anticuerpos primarios (preparados en solucion de bloqueo, ver diluciones en Tabla 1) y se
incubaron toda la noche a 4°C (todo el procedimiento debe realizarse en cdmara htimeda).
Al dia siguiente se lavaron los cortes con PBS 3 veces por 10 min cada una y se marcaron con
los anticuerpos secundarios durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se incubé con
una solucién de DAPI por 5 min a temperatura ambiente, se realizaron 3 lavados de 10 min
y se mont6 utilizando Mowiol. Los tejidos fueron observados y fotografiados utilizando
microscopios confocales Olympus Fluoview 1000 y 1200, objetivos 20X, 40X y 60X (de

inmersioén) y se analizaron con el programa FIJI/Image] (NIH).

BrdU- Inmunohistoquimica

Con el fin de analizar las nuevas células granulares de GD producto de neurogénesis

adulta (que incorporaron BrdU), se parti6 de criosecciones de cerebros de animales
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inyectados con BrdU en distintas dosis y tiempos antes de su perfusién. La técnica IHQ
utilizada para marcar las células BrdU positivas fueron similares a las descrTIPas en los dos
apartados anteriores (con cromégeno DAB e inmunofluorescencia), con la diferencia de que
en lugar de realizar el paso de permeabilizaciéon de los tejidos con Tritéon X-100 0,2%, se
realiza un paso clave en la técnica que es la desnaturalizacion con acido clorhidrico (HCI)
1M, 0,1% Tritén por 30 minutos a 37 °C, colocando los tejidos en caAmara htimeda y ésta a su
vez en un bafio de agua a la temperatura mencionada. Debido a que el anticuerpo
monoclonal anti-BrdU est4 dirigido contra el BrdU que se incorpora a una sola hebra del
ADN, es necesario desnaturalizar el ADN del tejido y es asi que el procedimiento estandar
para desnaturalizar el ADN implica la hidrolisis parcial del tejido con tratamiento con HCl
(158). Seguidamente a la desnaturalizacién se procede con la neutralizacion de los tejidos
incubando los mismos con borato de sodio 0,1 M, pH 8,5 durante 15 min a temperatura
ambiente, seguido de dos lavados en PBS de 10 min cada uno. A partir de este punto se
continué con los pasos previamente descrTIPos de acuerdo a la técnica inmunohistoquimica
realizada.

En los experimentos donde se realizaron inmunoflorescencias con doble o triple
marcacion de BrdU y otros marcadores neuronales, la incubacién de los tejidos con los
anticuerpos primarios y sus secundarios se realiz6 secuencialmente, comenzando en todos

los casos con la incubacion de los cortes con el anticuerpo anti-BrdU.

MEDICION DEL PRUNING O REFINAMIENTO DEL TRACTO
INFRAPIDAMIDAL (TIP)

Las secciones coronales seriadas de 1 portaobjeto por animal fueron tefiidas mediante
la técnica IHQ con Peroxidasa y el cromégeno DAB arriba descripta, utilizando el anticuerpo
contra calbindina (ver Tabla 1) un marcador neuronal que permite visualizar las células
granulares maduras del GD y sus proyecciones axonales que conforman las MF (63). Las
secciones fueron fotografiadas con un microscopio Axioplan (Carl Zeiss) equipado con una
camara Olympus XM10, utilizando un objetivo con magnificacion 10X con el fin de
fotografiar la totalidad de las MF por seccién de hipocampo.

Se fotografiaron muestras de 4 ratones MUT y 4 ratones WT (respectivos compafieros
de camada), de edades postnatales P14, P30, P49 y P84. El pruning del TIP se cuantific6
siguiendo el protocolo de Bagri y col. (2003) (63). Se midi6 la relacion entre la longitud del
TIP con respecto a la longitud del tracto principal (longitud normalizada del TIP), (Figura
10). Utilizando el programa FIJI/Image] (NIH), se midi6 el largo del TIP (“a” en Figura 10)
desde la punta inferior de la capa celular granular del GD, mientras que el largo del tracto
principal (“b” en Figura 10) se midi6 desde la punta inferior del GD hasta el extremo de la

curvatura de la regiéon CA3. La longitud normalizada del TIP se calculé como: a/b, esta

-55-|Pagina



MATERIALES Y METODOS

relaciéon ayuda a compensar el cambio de forma del hipocampo a través de su extensiéon
septo-temporal (63), de modo que la desviaciéon estdndar en las longitudes del TIP
normalizadas obtenidas de diferentes secciones para un animal dado fue inferior al 8% del
valor medio (datos no mostrados). El uso de una relacién también compensa los cambios en

el tamafio del hipocampo durante el desarrollo.

Figura 10. Cuantificacion del pruning del TIP,
utilizando la relacion de la longitud del TIP con
respecto a la longitud del tracto principal a la
region CA3 (“longitud normalizada del TIP"). La
longitud de TIP se midio desde la punta de la hoja inferior
de la capa de células granulares del GD ("a"). La
longitud del tracto principal se midié desde punta
inferior del GD hasta el extremo de la curvatura de la sk
region CA3 ("b"). La longitud normalizada del TIP se Longitud Normalizada del TIP=a/b
tomo como: a/b. — —

Una vez calculadas todas las longitudes normalizadas del TIP, se calcul6 el promedio
de las mismas para cada animal.

Por dltimo se procedié a calcular el porcentaje de refinamiento del TIP de las
muestras de ratones de edades P30, P49 y P84, calculando el acortamiento del tracto en cada
animal de dichas edades con respecto al largo del TIP de las muestras P14 considerando

como el 100%, ya que a esa edad el TIP atin se encuentra sin refinar.

MEDICION DE CAMBIOS EN EL VOLUMEN DEL TIP EN RESPUESTA A
ACTIVIDAD NEURONAL

Las secciones coronales de 1 portaobjeto por animal fueron tefiidas mediante la
técnica IHQ con peroxidasa y el cromégeno DAB arriba descrTIPa, utilizando el anticuerpo
contra la proteina vesicular presindptica: sinaptoporina, que permite visualizar la totalidad
de las proyecciones que conforman las MF (107). Las secciones fueron fotografiadas con
microscopio Axioplan (Carl Zeiss) equipado con una cdmara Olympus XM10, utilizando un
objetivo con magnificacion 10X con el fin de fotografiar la totalidad de las MF por seccién de
hipocampo.

Se fotografiaron muestras de ratones MUT y KO y sus respectivos compafieros de
camada WT, inyectados con AK y controles (n=4-6 por cada grupo experimental), los cuales
fueron perfundidos dos semanas luego de la induccién de actividad, de acuerdo al trabajo
de Romer y col. (2011). Estos autores describieron en ratones C57BL/6 que durante esa
ventana temporal, el TIP sufre el mayor cambio en su volumen en respuesta a la actividad
epileptogénica inducida por AK (107).

Siguiendo el protocolo de Romer y col. (2011), una vez obtenidas las fotografias de
todas las muestras se procedi6é a medir el drea del TIP en cada seccién, utilizando para ello

la herramienta de medicién de drea del programa FIJI/Image J (NIH). Luego, se obtuvo el
-56-|Pagina



MATERIALES Y METODOS

volumen del TIP por portaobjeto analizado multiplicando la suma de las dreas medidas por
la inversa de la fraccion de muestreo (12) y por 20 (el grosor de la seccién en micrémetros)

(107).

ANALISIS DE PROLIFERACION DE NUEVAS NEURONAS GRANULARES DE
GD PRODUCTO DE NEUROGENESIS

Las secciones coronales de 1 portaobjeto por animal fueron tefiidas mediante la
técnica IHQ con Peroxidasa y el cromégeno DAB arriba descripta, utilizando el anticuerpo
anti-BrdU, que permite visualizar las células en divisién de GD y su progenie. Las secciones
fueron analizadas y fotografiadas con microscopio Axioplan (Carl Zeiss) equipado con una
camara Olympus XM10, utilizando objetivos con magnificacién 20X y 40X con el fin de
fotografiar la totalidad del GD por seccién de hipocampo y poder contabilizar el namero de
células BrdU positivas.

Se analizaron muestras de ratones adultos MUT y sus respectivos compafieros de
camada WT, inyectados con AK y controles (N=3 por cada grupo experimental), los cuales
fueron inyectados con BrdU en 3 dosis el 6t dia posterior a la inducciéon de actividad con AK
y perfundidos al 8v dia post AK.

Siguiendo el protocolo de Rémer y col. (2011), en todas las muestras analizadas se
contabilizaron las células BrdU-positivas a lo largo de la extensién rostro-caudal de la capa
de células granulares de GD, visualizadas en todos los planos focales utilizando el objetivo
de 40X. Los nimeros resultantes se multiplicaron entonces por 12 para obtener el nimero

estimado de células totales por capa de células granulares de DG (107).

ANALISIS DE MADURACION DE NUEVAS NEURONAS GRANULARES DE
GD PRODUCTO DE NEUROGENESIS

En este experimento se analizaron muestras de ratones MUT y sus respectivos
compafieros de camada WT, inyectados con AK (N= 4-5 por cada grupo experimental), los
cuales fueron inyectados con BrdU los dias 5t, 6t y 7me posteriores a la administracién de
AKy perfundidos 4 semanas luego de la administracion de la tltima dosis de BrdU.

Las secciones coronales de 1 portaobjeto por animal fueron tefiidas mediante la
técnica de inmunofluorescencia arriba descripta, realizando una triple marcacion con anti-
BrdU, que permite visualizar las nuevas células de GD y anticuerpos de los marcadores
neuronales: doblecortina (DCX) y proteina nuclear neuronal (NeuN) que permiten
identificar neuronas inmaduras y maduras respectivamente (ver diluciones en Tabla 1). Las
imagenes de inmunofluorescencias triples (BrdU, DCX y NeuN) se adquirieron utilizando
dos microscopios confocales Olympus Fluoview 1000 y 1200, empleando un objetivo de 60X

(de inmersion). En los andlisis se incluyeron sélo las células BrdU-positivas localizadas en la
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capa de células granulares de GD. La colocalizacién de marcadores se analiz6 a través de
todo el eje vertical Z de cada célula BrdU-positiva (cubriendo el soma celular entero) en
planos 6pticos tinicos de espesor 0.7 pm.

A lo largo de todas las secciones se contabilizo el total de las células BrdU-positivas
y se analiz6 su colocalizacién con los marcadores neuronales a fin de calcular el porcentaje

de nuevas neuronas maduras e inmaduras para cada muestra de animal analizada.

PCR EN TIEMPO REAL LUEGO DE TRANSCRIPCION REVERSA (REAL TIME
RT-PCR)

Esta técnica se llevo a cabo a diferentes edades postnatales de los animales de acuerdo
al experimento desarrollado:

- En la primer parte de esta Tesis (focalizada en el neurodesarrollo postnatal): a las
edades P30 y P49 de los ratones en desarrollo del modelo MeCP2-308, utilizando en
cada grupo experimental un minimo de 4 animales MUT y 4 WT (compafieros de
camada).

- En la segunda parte de la Tesis: a las 6 hs y a las dos semanas posteriores a la
induccion de actividad con AK en ratones de P63 (modelo MeCP2-308) y de P42
(MeCP2Bird), utilizando en cada grupo experimental un minimo de 4 animales MUT (o
KO segtin el modelo animal) y 4 WT (compafieros de camada).

I. Purificacién del ARN

Los animales fueron sacrificados rapidamente por decapitaciéon y los cerebros fueron
removidos. Se disec el hipocampo y se lo congel6 instantdneamente en nitrégeno liquido.
Las muestras se guardaron a -80°C.

Los tejidos (25-30 mg) se pulverizaron en un mortero con aire liquido, se
resuspendieron en 1 ml de TRIzol y se incubaron a temperatura ambiente por 5 min. E1 ARN
se extrajo mediante el agregado de 0,2 ml de cloroformo de alta calidad y centrifugacién a
13800g a 4°C por 15 min. 0,4 ml de la fase superior acuosa fueron incubados toda la noche a
-20°C con 1 ml de isopropanol de alta calidad, para permitir la precipitacion del ARN. Este
precipitado fue lavado dos veces con etanol 70% en frio y luego resuspendido en agua esteril
libre de ARNasas. Posteriormente se cuantifico el contenido de ARN mediante la medicién
de la absorbancia a 260 nm (se utiliz6 la relacion Abs 20nm/Abs 280nm como medida de
pureza).

II. Transcripcién reversa (RT)

Se incub6 1 ug de ARN a temperatura ambiente con la enzima ADNasa 1 (siguiendo
las instrucciones del fabricante) para eliminar la posible contaminacién de ADN genémico.
Para sintetizar el ADN copia (cCADN, por sus siglas en inglés), el producto del paso anterior

se incub6 con oligonucledtidos hexaméricos al azar, deoxinucledtidos y la enzima
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transcrTIPasa reversa M-MLV, en presencia de un inhibidor de ARNasas, en un volumen
final de 25 pl (siguiendo las especificaciones del fabricante). La transcripcién reversa se
realiz6 en el termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) en un
solo ciclo compuesto de: 6 min de 25°C, 60 min a 37°C, 18 min a 70°C y 10 min a 4°C.

El cADN generado se llevé a un volumen final de 175 ul con agua milliQ estéril y se
conservo a -20°C hasta su utilizacién.

I1I. PCR en tiempo real

En cada tubo para PCR se mezclaron 6 pl de cADN, 0,375 ul de cada solucién madre
de 10 pM de primer (quedando a una concentracién final de 250 nM) (ver Tabla 3), 7,5 pl de
SYBR green PCR master mix y se llevé a un volumen final de 15 pl con agua milliQ estéril.
Se prepararon duplicados para cada muestra. La PCR en tiempo real se realizé en el
termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, Venlo, Limburgo, Paises Bajos) respetando el siguiente
protocolo:

v" Desnaturalizacién inicial: 10 min. a 95°C.

v Amplificacion (45 ciclos): desnaturalizacion 15 seg. a 95°C, hibridizacién 30 seg.
a 60°C y extension 30 seg. a 70°C.

v" Para corroborar la presencia de un solo producto se realiz6 siempre una curva
de desnaturalizacién del ADN cubriendo el rango de 50 a 95°C.

La semi-cuantificacion se llevé a cabo mediante el método de AACT. Primeramente
se calcul6 la diferencia entre el valor de CT del gen de interés y el valor de CT de un gen de
expresion constitutiva (en nuestro caso, GAPDH). Luego, se calcul6 la diferencia entre el
ACT obtenido para cada muestra y el de una poblacién control (en nuestro caso, el ACT

promedio del grupo WT control). El resultado del experimento se expresé como 2 elevado

al -AACT (expresion relativa), que para el grupo de referencia (WT control) es alrededor de
1. A fin de evidenciar mejor el efecto del AK en los animales MUT/KO, también se calculé
la expresién de cada gen tomando como referencia el grupo MUT/KO control; esos datos se

presentan como anexo a cada figura.
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Tabla 3. Secuencias de los primers empleados en los experimentos de RT-PCR en tiempo real.

ARN Secuencias 5" —3° Tamafio
mensajer Directo Reverso del
amplicoén
Arc TACCGTTAGCCCCTATGCCATC | TGATATIGCTGAGCCICAACIG | 100 pb

Sema 3F | CGCAAGGATGGCAATGGAGAGT | TTGATGAGGGCTGAGGCTGTGTC | 110 pb

Sema 3A | TGAAAACGGTCGTGGGAAGAGC GGATGAGATGGGCACTGATGAAT 190 pb

PIxA3 TGAGGAGGTGACTGAAAGTGAGG | AGGACATACACGACTGGAGGGC 212 pb

Npn-2 AAGCCAGCCAGGAAAGCAAAC AGTTCTCCAGTGGGACATCAGTG 195 pb

BDNF TGGCTGACACTTTITGAGCAC AAGTGTACAAGTCCGCGTCC 130 pb

Finalmente, cabe destacar que tanto la concentracién empleada de cADN como de
los primers, el protocolo de PCR y el umbral para la determinacion del Cr se establecieron
experimentalmente mediante curvas de calibracion (CT vs log [Diluciéncapn]). Las
condiciones experimentales seleccionadas presentaron una eficiencia de PCR de 100+10 %

para todos los primers.

TEST DE LABERINTO DE BARNES

El Laberinto de Barnes esta disefiado para evaluar el aprendizaje espacial y la
memoria. Su utilidad es similar a la de los laberintos de brazo radial y Morris pero sin
restricciones en la dieta y el estrés fisico es menor. Dentro del laberinto, los animales estan
motivados para escapar de la plataforma iluminada y abierta hacia una cdmara oscura,
pequenia y empotrada (caja de escape) (159).

En este experimento se trabajé con animales adultos MUT (N= 14) y WT (N=12) del
modelo MeCP-308. Para desarrollar el test de Laberinto de Barnes se tomé como referencia
el protocolo de O"Leary & Brown, 2013 (159). El test en su conjunto estd compuesto por 4
etapas divididas en 4 dias:

v' Dia 1. Habituacién. Consiste en hacer que el animal se familiarice con el

ambiente donde se desarrolla el test, con la plataforma y la caja de escape. En
un primer momento se introduce gentilmente al animal dentro de la caja de
escape a través del orificio de la plataforma que conduce a la misma (orificio
“blanco”) y se lo deja alli por 2 min. Luego se lo coloca en el centro de la
plataforma por 30 seg tapado con un frasco grande de vidrio transparente.
Una vez pasado ese tiempo se guia al animal con el frasco hacia el orificio
blanco y se coloca el frasco sobre el mismo por 3 min o hasta que el animal
entre a la caja de escape. Si pasados los 3 min el animal no entr6 a la caja de

escape se lo guia con el mismo frasco para que lo haga. Una vez dentro de la
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caja de escape se deja al animal alli por 1 min y luego se lo retorna a su caja
habitual.

Dia 2. Entrenamientos. Cada animal es sometido a 3 entrenamientos de 4 min

cada uno, separados entre si por un descanso de media hora. Cada
entrenamiento comienza con las luces que alumbran la plataforma apagadas
y colocando al animal en el centro de la plataforma cubierto por un recipiente
no transparente. Al comenzar a contar los 4 min se encienden las luces y se
quita el recipiente que cubre al animal, dejando que recorra libremente toda
la plataforma. Cuando el animal entra a la caja de escape (ubicada en el mismo
orificio de la plataforma en todos los entrenamientos) inmediatamente se
apagan las luces y se lo deja alli por 1 min. En el caso de que transcurridos los
4 min el animal no haya ingresado a la caja, se lo guia hacia ella y una vez
dentro de la caja se apagan las luces y se lo deja alli por 1 min. En cada
entrenamiento se registro: el porcentaje de tiempo que el animal pasa en cada
cuadrante de la plataforma, el primer cuadrante al que se dirige el animal al
quedar descubierto, el nimero de exploraciones totales de los orificios de la
plataforma (considerando exploracién cuando el animal asoma su cabeza por
uno de los orificios de la plataforma), el nimero de exploraciones en cada
cuadrante, el naimero de exploraciones correctas en el orificio blanco y latencia
de entrada a la caja de escape.

Dia 3. Descanso

Dia 4. Test de memoria. En este caso cada animal es sometido a una sola

exposicion en la plataforma que dura 2 min y en la cual se extrae la caja de
escape. Al igual que en los entrenamientos, el test comienza con las luces
apagadas y colocando al animal en el centro de la plataforma cubierto por un
recipiente oscuro. Al comenzar a contar los 2 min se encienden las luces y se
quita el recipiente que cubre al animal, dejando que recorra libremente toda
la plataforma. Nuevamente aqui se registran los mismos pardmetros que en

los entrenamientos a excepcion de la latencia de entrada a la caja de escape.

ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis de los datos experimentales se desarroll6 usando el programa Prism 6

(GraphPad Software). Los resultados se expresan como promedio + SEM. En aquellos

experimentos donde solo hay una variable entre los grupos (por ejemplo, genotipo) se aplicd

el test t de Mann- Whitney al haber dos grupos experimentales. Para los experimentos donde

habia més de dos variables entre los grupos (por ejemplo, diferentes tratamientos de
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induccion de actividad neuronal para ambos genotipos) se aplic6 ANOVA de dos vias. En
caso de encontrar diferencias significativas, se realiz6 un andlisis posterior comparando
todas las condiciones para cada variable (empleando la prueba de Tukey). En todos los casos

se consider6 un p<0,05 como una diferencia entre grupos estadisticamente significativa.
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PARTE I: REFINAMIENTO DE MOSSY FIBERS DURANTE EL
DESARROLLO POSNATAL EN HIPOCAMPO DE RATONES
MUTANTES PARA MeCP2.

RATONES MUTANTES PARA MECP2 PRESENTAN UN RETRASO EN EL
PROCESO DE REFINAMIENTO AXONAL (PRUNING ESTEREOTIPADO) DEL
TIP.

En estudios previos, utilizando el sistema olfatorio como modelo de neurodesarrollo,
se observo que la deficiencia de MeCP2 altera eventos de guiado (orientacién), refinamiento
y blanco axonal durante el desarrollo posnatal temprano, comprometiendo el normal
establecimiento de conexiones neurales y la funcién sinaptica a largo plazo (53,160).
Considerando estos antecedentes, nos propusimos evaluar si en ausencia de MeCP2 también
se observan fallas en eventos de guiado involucrados en la formacién y maduracion de
circuitos neurales en otras regiones del SNC. En particular, nos focalizamos en regiones
especificas del hipocampo, un area de gran relevancia en las manifestaciones clinicas de RTT
(45).

Esta ampliamente aceptado que los efectos de la falta de MeCP2 tienen mayores
consecuencias durante el desarrollo posnatal (45), por lo que nos centramos en un proceso
de refinamiento axonal que sufren las MF, llamado pruning estereotipado del TIP, durante
la etapa posnatal. Este refinamiento estereotipado consiste en remocion selectiva de ramas
neuronales aberrantes o ectopicas en el TIP que tiene lugar durante el desarrollo postnatal
temprano del sistema nervioso (63). Dicho proceso ocurre en una ventana temporal acotada
durante el desarrollo postnatal temprano descripto para los modelos murinos entre los dias
P20 y P30 y estaria regulado por accién de Sema 3F y sus receptores (63,82,87,106,161),
moléculas cuya expresion se ve alterada en ausencia de MeCP2 (53). Sobre estas bases nos
focalizamos en estudiar el proceso de pruning estereotipado del TIP durante el desarrollo
posnatal temprano en animales WT y MUT para MeCP2.

Para este fin, utilizamos un modelo animal que porta una version trunca de la proteina
MeCP2 (MeCP2-308). Ratones WT y MUT fueron sacrificados a distintas edades posnatales
(P14, P30, P49 y P84) y el cerebro de los mismos fue procesado para IHQ. Se realizaron cortes
coronales seriales que fueron tefiidos con un anticuerpo anti-Calbindina para identificar los
axones de las células granulares de GD que forman el TIP (Figura 11A). Utilizando el
programa FIJI/Image] (NIH), se midi6 la relacién entre la longitud del TIP con respecto a la
longitud del tracto principal (longitud normalizada del TIP, Figura 10).

Como se observa en la Figura 11B, se detectaron diferencias significativas en el
refinamiento del TIP entre los ratones WT y MUT, al momento donde dicho proceso se
deberia desarrollar normalmente (P30), encontrdndose en los animales MUT un TIP

significativamente mas largo que en los WT [F3,24=4,145; p=0.0168]. En el caso de los ratones
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WT, entre los dias P14 y P30 se observé una disminucion significativa en la longitud
normalizada del TIP, lo que coincide con la ventana temporal descripta para el desarrollo del
pruning estereotipado del TIP en modelos murinos. No se encontraron diferencias
significativas entre las longitudes del TIP medidas a edades posteriores (P49 y P84) con
respecto a P30; esto indica que en animales WT alrededor del dia P30 el largo del TIP alcanza
valores cercanos a los que se presentan en el estado adulto. En contraste, los ratones MUT no
mostraron cambios en el largo del TIP durante el periodo en el cual este refinamiento deberia
producirse (entre P14 y P30), observandose recién una disminucién significativa en la
longitud del tracto al dia P49. Esto indicaria que los ratones mutantes para MeCP2 muestran
un retraso en el refinamiento de las MF que conforman el TIP. Dado que tanto a P49 como a
P84 no se registraron diferencias significativas en la longitud del TIP respecto a sus
contrapartes WT (P49 y P84), se puede concluir que la falla de refinamiento observado en los

animales MUT no se mantiene en el tiempo.
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Figura 11. Cuantificacién del pruning del TIP durante el desarrollo. A. Tincion con Calbindina de
cortes coronales de hipocampo dorsal en animales WT para MeCP2 de distintas edades. A P14, previo al
pruning del TIP, puede observarse que dicho tracto se encuentra largo; mientras que el mismo ya se observa
acortado a P30 y P84, etapas del desarrollo posteriores al pruning (TIP sefialado con flecha blancas). Escala:
300 um. B. Longitud normalizada del TIP medida en animales WT y MUT de edades P14, P30, P49 y P84.
Puede observarse que en el caso de los WT entre los dias P14 y P30, momento en el que ocurre el pruning
estereotipado del TIP, hay una reduccion significativa en el largo de dicho tracto, mientras que en los ratones
MUT entre esas mismas edades no se registraron cambios en la longitud del TIP, sino recién a partir de la
edad P49 C. Porcentaje de refinamiento del TIP con respecto a la longitud de dicho tracto a la edad P14, previo
al pruning. (n=4 ratones por grupo, ANOVA, seguido por Tukey HSD test, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
**xx p<0,0001).
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Estos mismos resultados pueden observarse con mayor claridad al graficar el
porcentaje de refinamiento del TIP a las edades P30, P49 y P84 en comparacién con el largo
promedio del TIP a la edad P14 (previo al pruning). Como puede observarse en la Figura 11C
al comparar entre genotipos el porcentaje de pruning del TIP a la edad P30, hay una clara 'y
significativa diferencia entre los animales WT y MUT [F2,15=3,819; p=0,0415], alcanzando los
primeros un refinamiento axonal promedio cercano al 20% (18,09+4,3%) con respecto a la
longitud normalizada promedio del TIP a P14; mientras que en el caso de los MUT al dia P30
no se registr6 un acortamiento significativo de dicho tracto (porcentaje de refinamiento
promedio: 0,7+2,7%). Recién a la edad P49 se registr6 en los ratones MUT un refinamiento
promedio del 14,49+1,5%, acercandose al valor alcanzado por los WT a P30 (diferencia no
significativa entre WT y MUT a P49, p=0,1942) y hacia la edad P84 el proceso en los MUT se
normaliza, alcanzandose porcentajes de refinamiento similares en ambos grupos de animales
(WT: 27,8+7% y MUT: 27,47+5,6%).

Nuestros resultados indican que en etapas posnatales tempranas, la ausencia de
MeCP2 afecta el refinamiento de MF en el hipocampo. El pruning estereotipado del TIP es
uno de los ejemplos de refinamiento axonal mejor estudiado en vertebrados, y con respecto
a los jugadores moleculares que regulan dicho proceso, estudios de otros autores sefialan
como principales candidatos al ligando Semaforina 3F (Sema 3F) y sus receptores Neuropilin-
2 (Npn-2) y Plexin A3 (PIxA3) (61,63,82,87,106). Por lo tanto se prosiguidé a evaluar si la
expresion de Sema 3F y/o sus receptores asociados se ven afectadas ante mutaciones en

MeCP2, lo que podria explicar los defectos en el refinamiento axonal aqui descriptos.

ANIMALES MUTANTES PARA MECP2 MUESTRAN ALTERACIONES
DINAMICAS EN LA EXPRESION DE MOLECULAS DE GUIADO

Como se ha descripto anteriormente la interaccion ligando-receptor que ha emergido
como la mas critica para el desarrollo normal del TIP es Sema 3F actuando a través de su
complejo receptor conformado por Npn-2 y PIxA3, cuya activacién dispara una cascada de
sefalizacion intracelular que converge sobre el citoesqueleto del axén, provocando el colapso
del mismo (63,162). Por esto, primeramente se evalué en hipocampo completo la expresion
de estas moléculas reconocidas como fundamentales para el desarrollo del “pruning”
estereotipado del TIP. A tal fin se disec6 el hipocampo de ratones WT y MUT en las edades
donde se encontraron los defectos en la maduracién axonal (P30 y P49) y se determinaron
los niveles de expresion de ARNm de los componentes de la via de sefializaciéon de Sema 3F
mediante RT-PCR en tiempo real.

Como puede observarse en la Figura 12A a P30, momento en el que se observé el

retraso en el refinamiento del TIP, tanto el ligando Sema 3F como uno de los componentes
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de su complejo receptor (Npn-2) se encuentran ligeramente desregulados en el tejido
hipocampal de los animales MUT para MeCP2, encontrandose (respecto a los WT): niveles
incrementados de ARNm de Sema 3F y una menor expresiéon del receptor Npn-2. Sin
embargo, dichos cambios en la expresién resultaron ser dindmicos a lo largo del desarrollo,
ya que se observaron valores similares a los WT para el dia P49 (Figura 12B), momento en el
cual se registro el acortamiento del TIP en los MUT.

Considerando el hecho de que dichos cambios no fueron tan marcados, se contemplé
la posibilidad de que la desregulacion en la expresion molecular de alguna manera se esté
compensando entre las distintas areas del hipocampo. Por esto y asimismo con el fin de
determinar las zonas del hipocampo en las cuales se producen los cambios en la expresion
molecular, se decidié analizar por separado la expresion de los componentes de la via de
Sema 3F en el GD, donde se encuentran los cuerpos celulares de las neuronas granulares que
proyectan sus axones hacia la regiéon CA3, formando las MF (TIP) y por otro lado en el “resto
del hipocampo” que comprende a la regién blanco de las mismas (CA3), entre otras regiones

hipocampales.
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Figura 12. Niveles de ARNm de Semaforina 3F (Sema 3F), Neuropilin-2 (Npn-2) y Plexina A3
(PlexinA3) en hipocampo de ratones WT y MUT por RT-PCR en tiempo real. A. Expresion relativa a
P30. B. Expresion relativa a P49. Como puede observarse, a P30 (A), momento del desarrollo donde se detecta
la falta de pruning en el TIP de los ratones MUT, tanto la expresion del ligando Sema 3F como del receptor
Npn-2 se encuentran desreguladas en los ratones MUT (barras rosa oscuro) en comparacion con los WT
(barras azules). Los tejidos hipocampales fueron obtenidos de 5 a 8 animales por grupo en las distintas edades
y el cADN fue preparado individualmente para cada raton. Los resultados estin representados como la
relacion entre la cantidad relativa del gen de interés y GAPDH. Los resultados de los animales WT fueron
normalizados a 1. Las reacciones de PCR en tiempo real fueron corridas separadamente en duplicados para
cada raton. Analisis de datos con Mann-Whitney t test con 95% de intervalos de confianza. *p<0,05.

A tal fin, a partir del hipocampo de cada animal, se disec6 el GD quedando separadas

las muestras de esta regién por un lado y las del “resto del hipocampo” por el otro. A partir
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de dichas muestras se determinaron los niveles de expresién de ARNm de los genes deseados
a través de RT-PCR en tiempo real. Si bien la mejor forma de poder ver el patrén de expresion
de una determinada molécula seria mediante IHQ, hasta el momento no se han desarrollado
buenos anticuerpos para Semas que nos permitan obtener resultados confiables.

Partiendo de muestras separadas de GD y “resto de hipocampo” por animal, se
determiné en ambas partes del hipocampo la expresion de las mismas moléculas de la via de
Sema 3F medidas anteriormente. En este caso las muestras fueron tomadas de animales de
edad P30, momento donde se observé la falta de refinamiento en el TIP y alteraciones en la
expresion de Sema 3F y Npn-2 en los animales MUT. Adicionalmente, a fin de extender el
andlisis a otras moléculas involucradas en el desarrollo de este circuito, se evalud la expresion
de Semaforina 3A (Sema 3A), ligando de la familia de las Semas clase III, que también tiene
la capacidad de inducir repulsién en axones de células granulares (MF) del GD in vitro (63)
y del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) que es un mediador critico en la
sobrevida, diferenciacién y plasticidad neuronal (163).

Como puede observarse en la Figura 13, la desregulacion de los componentes de la
via de Sema 3F se hace mas evidente en los animales MUT cuando se evaltan por separado
los niveles de expresién molecular en GD y en el resto del hipocampo.

La expresion de dichas moléculas se encuentra alterada de manera diferente en ambas
regiones hipocampales evaluadas, indicando que la desregulacién en la expresién de las
moléculas de guia es especifica de cada regién hipocampal. En este sentido, se ha descripto
en ratones WT, que los niveles de ARNm de Sema 3F (quimio-repelente de axones
hipocampales) son bajos en hipocampo al momento del nacimiento y permanecen asi hasta
el dia P20; posteriormente su expresion incrementa gradualmente en células de la regiéon CA3
(blanco de los axones del TIP) y CAl, y se torna significativamente mayor en CA3 hacia el
dia P26, cuando los axones del TIP son refinados (63,82). Nuestros resultados en ratones MUT
mostraron que en el “resto del hipocampo” (Fig. 13B, area donde se encuentran las regiones
CA3 y CAl, entre otras) los niveles de expresion de Sema 3F se encontraron
significativamente disminuidos con respecto a los WT al momento del pruning (P30). Sin
embargo, este ligando y también Sema3A, se mostraron sobre expresados en el GD de los

animales MUT con respecto a los WT a la misma edad (Figura 13A).
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separadamente en duplicados para cada raton. Andlisis de datos con Mann-Whitney test t con 95% de intervalos
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Con respecto a los receptores de Sema 3F, estudios de hibridizacién in situ han
mostrado que Npn-2 se encuentra principal y robustamente expresado en las neuronas
granulares de GD a partir de la edad P10 (103). PIxnA3 se encuentra expresado en varias
regiones del hipocampo en desarrollo a P1, incluyendo células granulares del GD, células
piramidales maduras y en el stratum oriens (103), pero en el momento donde ocurre el
pruning (P30), la expresion de PIxnA3 aparece confinada a las capas celulares internas del
GD (63). Como se muestra en la Figura 13A en ratones MUT a P30, los niveles de Npn-2 se
observaron significativamente disminuidos en GD, donde se encuentran las células
granulares que proyectan sus axones formando el TIP. Asimismo, los niveles de expresion
del receptor PIxnA3 también se encontraron desregulados en comparacién con los WT, en
ambas regiones del hipocampo (Figura 13).

Se ha reportado que MeCP2 participa directamente en la regulacion transcripcional
de la expresion de BDNF dependiente de actividad, pero atin no esta claro que co-represores
o co-activadores intervienen y si esta regulacion también ocurre durante el neurodesarrollo
(19). Nuestros resultados mostraron que la expresion de BDNF fue menor en el GD de
animales mutantes a P30 (Figura 13A).

Se ha establecido que en condiciones normales durante desarrollo postnatal existe un
gradiente local restringido en la expresién de Sema 3F que acttia a través de su complejo
receptor, integrado por PlexA3 y NpN-2, conduciendo el refinamiento del TIP hacia el hilus
del GD (63,105). Alteraciones en la regulacién espacial y temporal de la expresion de estas
moléculas, como las aqui descriptas en los ratones mutantes para MeCP2, podria explicar las

fallas encontradas en el refinamiento del TIP en estos animales.

CONCLUSIONES

Analizando los resultados de esta primera parte, orientada a determinar el rol de
MeCP2 en el neurodesarrollo del circuito hipocampal: MF-CA3, se observa claramente un
retraso en el proceso de pruning estereotipado del TIP ante fallas en MeCP2. Este
refinamiento no ocurre durante la ventana temporal en la cual deberia producirse sino recién
varias semanas después en el desarrollo postnatal de los animales mutantes para MeCP2. La
falta de refinamiento en el momento correspondiente del desarrollo, fue acompafada de una
desregulacion en la expresion de moléculas caracterizadas como claves para este proceso de
refinamiento de las MF, como asi también de moléculas importantes para la guia y
crecimiento axonal (BDNF). Sin embargo, tales defectos no se mantuvieron a lo largo del
desarrollo, ya que a partir del dia P49 el refinamiento del TIP en los MUT comienza a
emparejarse al registrado en los WT, determindndose al dia P84 un largo final del TIP
equiparable entre ambos genotipos. De manera similar, no se observaron diferencias en los
niveles de expresion de Sema 3F y sus receptores en el tejido hipocampal entre los ratones
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WT y MUT al dia P49 (Figura 12B).

Estos resultados indican que en etapas posnatales tempranas, la ausencia de MeCP2
afecta el refinamiento de MF en el hipocampo. Este retraso podria deberse a fallas en la
regulacion transcripcional de moléculas de guiado causadas por la falta de MeCP2 (53) y
como consecuencia podria afectar el establecimiento de la conectividad con otros
componentes del circuito con los que contactan las MF (neuronas CA3, interneuronas),
generando defectos de funcion a largo plazo. En este sentido, existe una creciente evidencia
que indica que ademads de su rol en el desarrollo posnatal temprano, MeCP2 es necesaria en
niveles adecuados para el mantenimiento de los circuitos neurales durante toda la etapa
adulta (51,52). Por tal razén, nos propusimos estudiar eventos de plasticidad dependiente de

actividad del TIP en animales adultos mutantes para MeCP2.
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PARTE II: CARACTERIZACION DEL ROL DE MeCP2 EN EVENTOS
DE __ PLASTICIDAD _ESTRUCTURAL _PRE-SINAPTICA _EN
HIPOCAMPO ADULTO.

LA RESPUESTA DINAMICA DE MOSSY FIBERS A LA ACTIVIDAD
NEURONAL SE ENCUENTRA AFECTADA ANTE MUTACIONES EN MeCP2.

Los eventos de plasticidad estructural pre-sinaptica dependiente de actividad en el
hipocampo adulto pueden estudiarse mediante dos procesos principales: 1) la neurogénesis
en el GD adulto y 2) cambios en el tamafio del TIP (107). Considerando que encontramos
fallas en el refinamiento del TIP durante el neurodesarrollo, resulté de interés evaluar la
respuesta dindmica en el tamafio del TIP a la actividad neuronal en animales que portan
defectos en MeCP2. Para esto, ratones adultos mutantes para MeCP2 fueron sometidos a un
paradigma de actividad neuronal a fin de evaluar luego la respuesta en el volumen del TIP.
Considerando lo reportado en varios trabajos previos en relacién a que tanto el nimero de
nuevas neuronas de GD, producto de neurogénesis, como el tamafio del tracto TIP
conformado por las MF se ven incrementados en respuesta a la inducciéon de actividad
epileptogénica (107,110,152,153), el paradigma de actividad neuronal utilizado en esta tesis
fue la administracion de AK, un agente convulsivante.

Durante una pasantia de investigacion en el Department of Neuroscience, Johns
Hopkins Medical Institution en Baltimore (USA), se utiliz6é asimismo un modelo animal que
carece completamente de MeCP2 (modelo MeCP2Bird) ademds de los mutantes ya
mencionados (modelo MeCP2-308).

En cada modelo, tanto ratones MUT y KO como sus respectivos compafieros de
camada WT fueron inyectados ip con AK o con PBS 0,1IM estéril (controles), quedando
establecidos dentro de cada genotipo 4 grupos experimentales: WT control; WT+AK; MUT
(o KO) control y MUT (o KO)+AK. En el caso de los ratones del modelo MeCP2Bird, la
administracion de AK se realiz6 a la edad P42, a diferencia del modelo MeCP2-308 donde la
administracion de AK fue a la edad de PP63. Esta diferencia en el momento de administraciéon
del AK se debié fundamentalmente a que la supervivencia de los ratones KO es mucho
menor que la de los MUT y a que la sensibilidad a AK varia con la edad del animal (ver
métodos).

En todos los grupos inyectados con AK de ambos modelos animales para MeCP2 se
evalu6 la severidad de la respuesta epiléptogénica utilizando la escala descripta en la
metodologia. En la Figura 14 se grafic6 para cada genotipo el nivel medio de severidad en la
respuesta al AK a lo largo del tiempo posterior a la administracion del mismo. En el caso de
los ratones del modelo MeCP2-308 (Figura 14A) los MUT respondieron al AK de manera

similar a los WT, siendo de 5£1,29 el nivel maximo de severidad alcanzado en promedio por
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los MUT, mientras que para los WT fue de 6£1,83. En el caso de los ratones del modelo
MeCP2Bird (Figura 14B), puede observarse que los KO respondieron con mayor severidad
que los WT a la accién del AK, alcanzando los primeros un nivel promedio de 60,707 entre
los valores maximos registrados, mientras que en los WT el nivel maximo de severidad
alcanzado fue un promedio de 4+0,316. La respuesta al AK observada en el modelo
MeCP2Bird coincide con lo registrado por otros autores, que si bien utilizaron un modelo
diferente de ratéon KO para MeCP2, también observaron que estos animales expuestos a AK

presentaban un nivel de convulsiones mayor que sus contrapartes WT (164).
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Figura 14. Severidad de la respuesta epiléptogénica en ambos modelos animales mutantes para MeCP2
administrados con AK. A. Severidad de la respuesta epileptogénica a lo largo del tiempo posterior a la
administracion de AK en ratones del modelo mutante MeCP2-308. Como puede observarse en el grdfico no se
registraron diferencias en la respuesta al AK entre los ratones WT y MUT, respondiendo ambos genotipos de manera
similar en cuanto a la severidad y comienzo de la respuesta epileptogénica al AK administrado (n=5 ratones por
grupo experimental, ANOVA de dos vias p=0,7023, sequido por Tukey HSD test). B. Severidad de la respuesta
epileptogénica a lo largo del tiempo posterior a la administracion de AK en ratones del modelo null MeCp2Bird. En
cuanto al nivel mdximo de severidad en la respuesta epiléptogénica alcanzado por cada genotipo, se registro que en
el caso de los ratones KO fue significativamente mayor que en los WT, demostrando la mayor vulnerabilidad de los
KO para MeCP2 a la accién del AK (n=4-5 ratones por grupo experimental, ANOVA de dos vias, seguido por
Tukey HSD test * p< 0,05)

Dos semanas luego de la inyeccién con AK, los animales fueron sacrificados y
perfundidos para realizar los anélisis morfométricos, ya que otros autores han descripto que
en ese momento se detecta un aumento en el tamafio del TIP en respuesta a la actividad
generada (107). Como se describi6 previamente, se prepararon criosecciones coronales
seriadas del hipocampo dorsal y se las someti6 a IHQ usando un anticuerpo anti-
Sinaptoporina, proteina presinaptica vesicular que marca especificamente las MF. El
volumen del TIP se obtuvo sumando las dreas medidas en todas las secciones de un mismo
portaobjeto y multiplicando luego el resultado por la inversa de la fracciéon de muestreo (12)
y por 20, que es el grosor de la seccion en micrémetros (107).

Como puede observarse en la Figura 15, dos semanas luego de la induccién de
actividad epileptogénica con AK se registr6 un aumento en el tamafio del TIP en los ratones
WT inyectados con AK en comparaciéon con sus controles inyectados con PBS 0,1M estéril

(Figura 15A y B). Cuando se determin¢ el tamafio del TIP en cada genotipo dentro de cada
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modelo animal para MeCP2, se observaron diferencias significativas entre ratones WT y
mutantes para MeCP2 en cuanto al cambio de tamafio en el TIP en respuesta al tratamiento
con AK [modelo MeCP2-308: F(, 17=4,858; p=0,0416], [modelo MeCP2Bird: F,12)-4,858;
p=0,0478]. El aumento en el tamafio del TIP en respuesta a la actividad epileptogénica se
present6 sé6lo en los ratones WT de cada modelo (Figuras 15C y D), no detectdndose cambios
significativos en el tamafio del TIP entre ratones MUT control y MUT+AK del modelo
MeCP2-308 (Figura 15C) ni entre los KO control y KO+AK del modelo MeCP2Bird (Figura
15D).
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Figura 15. Medicion del volumen del TIP en animales adultos sometidos a actividad epileptogénica
y controles. Dos semanas después de la induccion de actividad neuronal con AK, los ratones WT mostraron
un aumento en el tamario del TIP (B), en comparacion con los WT controles (A). En ambas figuras el TIP se
encuentra sefialado con flechas negras, IHQ para Sinaptoporina. Escala en A y B: 200 um. C. Evaluacion
cuantitativa de cambios en el TIP para los ratones de la cepa mutante MeCP2308/Y. Se registrd un aumento
significativo en el volumen del TIP en los ratones WT inyectados con AK con respecto a sus controles, pero
no en el caso de los MUT, que no mostraron cambios significativos en el tamario del TIP entre los tratados
con AK y los controles. D. Evaluacion cuantitativa de cambios en el volumen del TIP para los ratones MeCP2-
/Y. Nuevamente se observa un aumento significativo del TIP en los WT tratados con AK, mientras que en los
ratones KO no hubo diferencias entre los inyectados con AK y sus controles (n=4 ratones por grupo
experimental, ANOVA de dos vias sequido por Tukey HSD test, * p<0,05; ** p<0,01).

Para evaluar si la falta de crecimiento del TIP en respuesta a actividad epileptogénica
en los animales MUT y KO se debe en realidad a una falta de activacién neural en respuesta
a AK, se evalu6 en todos los grupos experimentales la expresiéon de genes inducidos por
actividad sindptica (Arc y BDNF). Para esto, en nuevos grupos de ratones de ambos modelos
animales se procedi6 a la administracién de AK y 6hs después se extrajo el hipocampo tanto

de ratones MUT y KO controles e inducidos con AK, como de sus correspondientes
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compafieros de camada WT. Los niveles de expresion de ARNm de los genes de expresion
temprana inducida por actividad: Arc y BDNF fueron cuantificados por RT-PCR en tiempo
real.

Como puede observarse en la Figura 16, efectivamente tanto los ratones MUT del
modelo animal MeCP2-308 (Figura 16A y A”) como los KO del modelo MeCP2Bird (Figura
16B) presentaron un aumento significativo en la expresién del ARNm de Arc y BDNF a las 6
hs luego de la administracion de AK, en relacién con sus correspondientes controles
(inyectados con PBS). De igual manera respondieron los ratones WT de cada modelo,
mostrando un incremento en los niveles de expresion de los genes evaluados en respuesta a
AK. Por lo tanto, dentro de cada modelo, no se registraron diferencias significativas entre los
animales mutantes para MeCP2 y los WT en cuanto a los niveles de expresion de Arc
[MeCP2-308: F1,12=1,228; p=0,2895. MeCP2Bird: Fg, 13= 3.008; p=0,1065] y BDNF [MeCP2-
308: F, 10=0.0034; p=0,9521. MeCP2Bird: F, 14=2,71; p=0,1220] en respuesta al tratamiento
con AK.

En el modelo MeCP2Bird (Fig. 16B y B"), los KO tratados con AK muestran un
aumento levemente mayor en la expresion de Arc y BDNF en comparaciéon a los WT+AK (no
significativo, p a=0,0872; p Bpnr=0,1568); esto podria atribuirse a que presentaron
convulsiones mas graves que sus contrapartes WT.

Este resultado indica que tanto en los animales MUT como KO para MeCP2, se logr6
inducir un aumento de actividad neuronal en respuesta a la administraciéon del AK, de
magnitud similar a la inducida en animales WT. Asi, junto con la actividad epileptogénica
registrada para cada animal, se confirmaria que efectivamente se generaron niveles similares
de actividad neuronal en los dos modelos de ratones mutantes para MeCP2 administrados

con AK, a pesar de que luego no se registré en ellos un aumento en el tamafo del TIP.
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Figura 16. Niveles de ARNm de Arc y BDNF determinados por RT-PCR en tiempo real en ratones
WT y MUT del modelo MeCP2-308 (A) y en ratones WT y KO del modelo MeCP2Bird (B). Seis horas
posteriores a la induccion de actividad neuronal con AK se observé un incremento significativo en los niveles
de expresion de los genes de activacion temprana Arc y BDNF calculado en referencia al grupo WT Control
(no estimulado), tanto en el modelo MUT (A), como en el KO (B) y en sus respectivos compaiieros de camada
WT (A y B). Los resultados de los animales WT control fueron normalizados a 1. A fin de evidenciar mejor
el efecto de AK en cada genotipo, también se calcularon los niveles de expresion inducidos con AK en referencia
a los niveles basales WT, MUT o KO respectivamente (A”y B”). La linea de puntos marcada en el eje Y (Y=1)
representa los valores controles para cada genotipo. No se registraron diferencias en la expresion de los genes
mencionados en respuesta a AK entre los ratones WI, MUT y KO para MeCP2. El cADN fue preparado
individualmente para cada raton. Los resultados estin representados como la relacion entre la cantidad relativa
del gen de interés y GAPDH. Las reacciones de RT-PCR en tiempo real fueron corridas separadamente en
duplicados para cada raton. n= 4 ratones en el caso de los grupos WT y MUT controles. n=5 ratones en los
grupos experimentales WT y MUT con AK. Andlisis de datos. A y B: ANOVA de dos vias, seguido por Tukey
HSD test. A"y B": Mann-Whitney t test con 95% de intervalos de confianza, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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LA NEUROGENESIS EN GD DE HIPOCAMPO ADULTO NO SE VE AFECTADA
ANTE MUTACIONES EN MeCP2.

Recientemente ha sido reportado en modelos murinos (cepas C57BL/6] y DBA/2])
que los dos eventos de plasticidad estructural en el GD del hipocampo adulto, a saber: los
cambios en el tamafio del TIP y la generacién de nuevas neuronas, muestran signos de co-
regulacion a pesar de tener un control genético ampliamente independiente (165). Se ha
observado que los axones de las nuevas neuronas producto de neurogénesis adulta en GD
contribuyen mayoritariamente a la plasticidad del tracto TIP, aunque no de manera
exclusiva, ya que también aportan sus axones en menor medida al tracto principal. Por lo
tanto, se ha sugerido que el tamarfio del TIP es dindmicamente influenciado por un aumento
en la neurogénesis (107). Asimismo, se ha reportado que existe un aumento significativo en
el nimero de nuevas células granulares en el GD tras actividad epileptogénica inducida por
agentes convulsivantes (107,110,152,153,166), lo cual apoya la idea de que la neurogénesis
adulta podria estar relacionada con el tamafio del TIP. Considerando estos antecedentes, se
decidi6 evaluar la neurogénesis adulta en GD en respuesta a la actividad neuronal inducida
mediante la administracién de AK en ratones mutantes para MeCP2.

Al igual que en los experimentos anteriores, ratones machos adultos MUT (modelo
MeCP2-308) de P63 dias de edad (9 semanas) y sus respectivos comparieros de camada WT,
recibieron una sola inyeccién ip de AK, mientras que los grupos control MUT y control WT
fueron inyectados con PBS estéril. Cabe aclarar aqui que los experimentos para evaluar la
neurogénesis hipocampal adulta fueron realizados al regreso de la pasantia de investigacion
en el exterior, motivo por el cual solo se utilizaron para estos estudios ratones del modelo
MeCP2-308 con el cual contamos en nuestro laboratorio.

A fin de detectar las nuevas células granulares de DG formadas a partir de la
neurogénesis inducida por la administracion de AK, se marcaron diferentes cohortes de
progenitores celulares en un solo dia. Para ello se aplicaron 3 dosis de BrdU (separadas por
6 hs) en el 6t dia posterior a la induccién con AK, ya que alrededor de la primer semana
luego de la induccion de actividad neuronal se detecta la mayor actividad proliferativa en el
GD (107). Los animales se perfundieron 2 dias luego de la administracién de BrdU (8 dias
posteriores a la administracién de AK). Una vez obtenidas las criosecciones, se marcaron las
células en division y su progenie por IHQ utilizando el anticuerpo anti-BrdU. Bajo
microscopio se contabilizaron las células BrdU-positivas a lo largo de la extensiéon rostro-
caudal de la capa de células granulares de GD, visualizadas en todos los planos focales. Los
nameros resultantes se multiplicaron entonces por 12 para obtener el nimero estimado de
células totales por capa de células granulares de DG (107).

Como puede observarse en la Figura 17, a los 8 dias luego de la induccién de actividad

neuronal con AK se aprecia un fuerte incremento en el ntimero de células BrdU positivas en
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el GD de los ratones inyectados con AK (Figura 17B), en comparacién a los controles (Figura
17A). Al contabilizar el ntimero de células BrdU positivas totales por GD para cada grupo
experimental (Figura 17C), no se registraron diferencias significativas en la respuesta
neurogénica al AK entre los dos genotipos para MeCP2 [Fq, §=0,2665 p=0,6197],
observandose tanto en los ratones WT como en los MUT inyectados con AK un incremento
significativo en el nimero de células en divisién, en comparacion con sus respectivos
controles. A su vez, no se encontraron diferencias entre ambos genotipos tanto en los
nameros basales de células BrdU positivas por GD (WT control: 1464+103; MUT control:
1034+61) (p=8169), como en los animales expuestos a actividad epileptogénica (WT AK:
3134+641; MUT AK: 3062+238) (p=0,9988).
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Figura 17. Neurogénesis adulta inducida por actividad
4| epileptogénica en ratones WT y MUT del modelo

MeCP2-308. Ocho dias posteriores a la actividad epiléptica
inducida por AK, se observé un fuerte incremento en el
nimero de células BrdU positivas en el GD los ratones
| inyectados con AK (B) con respecto a los controles (A). IHQ

con BrdU. Escala en A y B: 50 um. GCL: capa celular
granular del DG. HL: hilus. C. Cuantificacion de células
e | By{l] positivas por GD en ratones WT y MUT controles

e inyectados con AK. Un solo episodio epileptogénico conduce a un aumento en el niimero de células BrdU
positivas durante la primera semana después de la actividad inducida con AK tanto en los ratones WT

como en los MUT administrados con AK en comparacion a los controles. n= 3 ratones por grupo
experimental. Andlisis de datos: ANOVA de dos vias seguido por Tukey HSD test, * p<0,05.

Cabe aclarar que se ha demostrado, en ratones de la cepa C57BL/6], que el 80-90 %
de la progenie celular de las células precursoras neurales en GD, adquiere un fenotipo
neuronal (células granulares) entre el 1ro y 7mo dia después del marcado de los progenitores
con una unica inyeccién con BrdU (151,167,168). Por lo que casi la totalidad de las células
BrdU positivas contabilizadas corresponderian a nuevas neuronas granulares de GD y no a
células gliales. Para comprobar esto, se tomaron criosecciones de los ratones utilizados en el
experimento anterior y por IHQ se realizaron doble marcaciones donde se combiné el
marcador de células en divisién (BrdU) con un marcador neuronal o con un marcador de
células astrogliales, a fin de definir el tipo celular al que corresponden las mismas. Para esto
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se utilizaron el marcador neuronal Tubulina B-III (Tuj1), presente en neuronas inmaduras de
pocos dias de desarrollo y la proteina acidica fibrilar glial (GFAP), que permite visualizar
células astrogliales. En todas las muestras analizadas se observé que casi la totalidad de las
células BrdU positivas colocalizaron con el marcador neuronal Tujl, no encontrdndose
practicamente en ninguno de los casos una colocalizacién de dichas células con el marcador
de astrocitos, GFAP. En la Figura 18 se puede observar un ejemplo de este resultado, el cual
se repitid en todas las muestras analizadas, donde se encuentran sefialadas con flechas
blancas las células producto de neurogénesis adulta (BrdU positivas) y se muestra la
presencia o ausencia de colocalizacién con los marcadores neuronal (Tujl) y astroglial

(GFAP), respectivamente.
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Figura 18. Marcacion por IHQ de células BrdU positivas junto con marcadores neuronales y
astrogliales en muestras de ratones perfundidos a los 8 dias posteriores a la administracion de KA.
A. Doble marcacion con BrdU (en rojo) de nuevas células de GD producto de neurogénesis (sefialadas con flechas
blancas) y con Tuj1 (en verde) de neuronas granulares de GD. B. Doble marcacion con BrdU (en rojo) de nuevas
células de GD producto de neurogénesis (seiialadas con flechas blancas) y con GFAP (en verde) de células
astrogliales presentes en hipocampo. Escala: 50um.

Este resultado sugiere que la neurogénesis adulta en GD no se veria afectada ante
mutaciones en MeCP2, al encontrarse una respuesta proliferativa similar en los ratones MUT
y WT. Por lo tanto, la falta de crecimiento en el tamafio del TIP en respuesta a la actividad
neuronal observada en los ratones MUT para MeCP2 no seria consecuencia de una menor
produccién de nuevas células granulares en DG que contribuyen a conformar el TIP.
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Sin embargo, es posible que la sobrevida de estas neuronas nuevas se vea afectada en
ausencia de MeCP2. A tal fin, se evalu6 en forma general tanto para ratones WT como MUT
la proporcién de nuevas células de GD (BrdU+), producto de la neurogénesis inducida con
AK, que sobrevivieron luego de 5 semanas de la induccion de actividad neuronal. En la
Figura 19 se encuentra graficado para ratones WT y MUT administrados con AK el namero
de células BrdU+ por GD contabilizadas a los 8 dias posteriores a la induccién de actividad
epileptogénica (momento de mayor proliferacion celular en GD) y a los 35 dias posteriores a
la administracién de AK, cuando las nuevas células del GD ya han alcanzado el fenotipo de
neuronas maduras. Como puede observarse, no se registraron diferencias significativas entre
los genotipos en cuanto a la disminucién en el namero de células BrdU+ entre los dos
momentos posteriores a la induccion de la actividad epileptogénica [F1,9=0,2091; p=0,6583],
habiendo alcanzado los ratones WT una disminucién del 60,18%, y en los MUT del 71,3 %.
Tanto a los 8 (p=0,9987) como a los 35 (p= 0,8383) dias post AK no se registraron diferencias
significativas en el nimero de células BrdU+/GD entre ambos genotipos. Esto sugeriria, que
la sobrevida de las nuevas neuronas de GD no se encontraria afectada por fallas en MeCP2,
por lo que la falta de respuesta en el tamafio del TIP, registrada a las 2 semanas luego de la
administracion de AK, no se deberia a una mayor muerte de las nuevas células de GD en los
MUT, sino que més bien podria estar relacionada con alteraciones de factores neurotroéficos

(BDNF) o de guiado axonal, que es lo que se evalu6 a continuacién.
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Figura 19. Cuantificacién de células BrdU positivas por GD en ratones WT y MUT para MeCP2
inyectados con AK. Un solo episodio epileptogénico conduce a una disminucion similar en el niimero de
células BrdU+ entre los dias 8 y 35 posteriores a la actividad inducida con AK en los ratones WT y MUT.
n= 3 ratones por grupo experimental. Andlisis de datos: ANOVA de dos vias sequido por Tukey HSD test,
* p<0,05; ** p<0,01.
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RATONES MUTANTES PARA MECP2 MUESTRAN ALTERACIONES EN LA
EXPRESION DE MOLECULAS DE GUIADO INDUCIDA POR ACTIVIDAD
NEURONAL.

En la primera parte de esta tesis, en el neurodesarrollo postnatal temprano se detectd
un retraso en el refinamiento del TIP en animales mutantes para MeCP2, el cual fue
acompafado por alteraciones en la expresion de Sema 3F y su complejo receptor (PIxnA3-
Npn-2), principales elementos moleculares que regulan dicho proceso. Considerando estos
resultados y la falla en la respuesta plastica del TIP a actividad epileptogénica en ratones
adultos mutantes para MeCP2, result6 de primer interés analizar la expresiéon de elementos
de la via de Sema 3F. Esta molécula de guiado axonal estd involucrada en el crecimiento, guia
y blanco axonal de las MF hipocampales (63,106,169), actuando como inhibidor del
crecimiento axonal al combinarse con su complejo receptor presente en los axones e
induciendo el colapso de los mismos (170).

Partiendo de nuevos grupos de ratones MUT y KO de P63 y P42 dias de edad
respectivamente, y sus correspondientes compafieros de camada WT, se formaron grupos de
animales inyectados con AK y grupos controles (inyectados con PBS estéril). Pasadas dos
semanas luego de la induccién de actividad epileptogénica con AK (momento donde se
registré la falta de respuesta en el TIP en los ratones mutantes para MeCP2) se procedi6 a
disecar el hipocampo de los animales de los diferentes grupos experimentales. Los niveles
de expresiéon de ARNm tanto de los genes de Sema 3F como de sus dos receptores (PlexnA3
y Npn-2) se cuantificaron por RT-PCR en tiempo real.

En la Figura 20 se encuentran graficados los niveles de expresién de ARNm de los
genes evaluados para los animales MUT del modelo MeCP2-308 y los correspondientes WT.
Para el caso del ligando Sema 3F (Figura 20A) se detectaron diferencias significativas en la
expresion de dicha molécula entre los ratones WT y MUT [F,15=4,7; p<0,05], observandose,
por un lado, una disminucién significativa en los niveles de expresién de Sema 3F en los
ratones WT inyectados con AK en comparaciéon con los WT controles, mientras que en el caso
de los ratones MUT no se registraron cambios estadisticamente significativos entre controles
y los tratados con AK. Asimismo, los ratones WT AK presentaron niveles significativamente
menores de Sema 3F en comparacién con los MUT AK (Figura 20A”). En el caso de los niveles
de expresion de ARNm de PlexnA3 (Figura 20B y B") no se registraron diferencias
significativas entre ambos genotipos del modelo, como tampoco dentro de cada genotipo,
entre los controles y los tratados con AK [F(, 14=1,327; p=0,2687]. Mientras que para el caso
del otro componente del complejo receptor de Sema 3F: Npn-2 (Figura 20C y C”), si bien
dentro de cada genotipo no se registraron cambios en la expresiéon de esta molécula en

respuesta al tratamiento con AK, si se observaron cambios en los niveles basales de la misma
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entre los ratones WT y MUT, encontrandose en estos tltimos significativamente disminuida

la expresion de Npn-2 [F, 14=8,072; p<0, 05].
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Figura 20. Niveles de ARNm de elementos de la via de Sema 3F determinados por RT-PCR en tiempo
real en ratones WT y MUT del modelo MeCP2-308. A. Niveles de ARNm de Sema 3F. A las dos semanas
posteriores a la induccion de actividad neuronal con AK se observé una significativa disminucion en los
ratones WT tratados con AK en relacion con los WT controles, mientras que no se registraron cambios
significativos entre los ratones MUT controles e inyectados con el agente convulsivante. B y C. Niveles de
ARNm de PlxnA3 y Npn-2 respectivamente. No se detectaron diferencias significativas en la respuesta de
ambos genotipos para los niveles de expresion de PlnxA3 y Npn-2. El cADN fue preparado individualmente
para cada raton. Los resultados estin representados como la relacion entre la cantidad relativa del gen de
interés y GAPDH. Los resultados de los animales WT control fueron normalizados a 1. A~ C". A fin de
evidenciar mejor el efecto del AK en cada genotipo, también se calcularon los niveles de expresion inducidos
con AK en referencia a los niveles controles WT y MUT. La linea de puntos marcada en el eje Y (Y=1)
representa los valores controles para cada genotipo. Las reacciones de PCR en tiempo real fueron corridas
separadamente en duplicados para cada raton. n= 4 ratones en el caso del grupo experimental WT control. n=
5 ratones por grupo experimental en WT-AK y MUT control y con AK. Andlisis de datos. A-C: ANOVA de
dos vias, seguido por Tukey HSD test. A”- C": Mann-Whitney t test con 95% de intervalos de confianza, *

En la Figura 21 se encuentran graficados los niveles de expresion de ARNm de los
genes evaluados para los animales KO y WT del modelo MeCP2Bird. Con respecto al ligando
Sema 3F (Figura 21A), se encontré una marcada diferencia en la expresion de dicha molécula
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entre los ratones WT y KO [F(,14=25,31 p<0,001], registrandose en ratones WT una
disminucion significativa en los niveles de Sema 3F en los inyectados con AK
comparados con los controles (resultado similar al observado en los ratones WT

correspondientes a los ensayos de modelo MUT MeCP2-308). En cambio, en el caso de
los KO el resultado fue opuesta, ya que se encontraron bajos niveles en los ratones KO
controles y un aumento significativo en los KO inyectados con AK (Figura 21A").

En cuanto a la expresion de PIxnA3 (Figura 21B y B“), se observé que si bien dentro
de cada genotipo no hubo cambios en su expresion en respuesta al tratamiento con AK, si se
registraron cambios en los niveles basales de PIxnA3 entre los ratones WT y KO,
encontrandose en estos ultimos significativamente disminuida su expresion [Fq, 16=7,28;

p<0,05].
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Figura 21. Niveles de ARNm de elementos de la via de Sema 3F determinados por RT-PCR en tiempo
real en ratones WT y KO del modelo MeCP2Bird. A. Niveles de ARNm de Sema 3F. A las dos semanas
posteriores a la induccion de actividad neuronal con AK se observo una significativa disminucion en los ratones
WT tratados con AK en relacion con los WT controles, mientras que se registro una respuesta inversa entre los
ratones KO inyectados con AK y controles, siendo los niveles basales de Sema 3F en los controles KO
significativamente menores que en los WT controles. B. Niveles de ARNm de PlxnA3. Se observaron cambios
en los niveles de la misma entre WT y KO (independientemente del tratamiento o no con AK), encontrandose
en estos iltimos significativamente disminuida la expresion de PlxnA3. El cADN fue preparado
individualmente para cada ratén. Los resultados estin representados como la relacion entre la cantidad relativa
del gen de interés y GAPDH. Los resultados de los animales WT control fueron normalizados a 1. A~ B". A
fin de evidenciar mejor el efecto de AK en cada genotipo, también se calcularon los niveles de expresion inducidos
con AK en referencia a los niveles controles WT y MUT. La linea de puntos marcada en el eje Y (Y=1) representa
los valores controles para cada genotipo. Las reacciones de PCR en tiempo real fueron corridas separadamente
en duplicados para cada ratén. n= 4 ratones en grupos WT control y con AK. n=5 ratones en grupos MUT
control y con AK. Analisis de datos. A- B: ANOVA de dos vias, seguido por Tukey HSD test. A™- B": Mann-
Whitney t test con 95% de intervalos de confianza, * p<0,05; ** p<0,01.
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Resumiendo los resultados descriptos hasta ahora en esta segunda parte, en animales
WT se registr6 un aumento en el tamafio del TIP en respuesta a la actividad neuronal
inducida con AK. Esta respuesta estuvo ausente en ambos modelos mutantes para MeCP2, a
pesar que se detecté un aumento en la expresiéon temprana de genes inducidos por actividad.
La falta de crecimiento del TIP en ratones mutantes estuvo acompafiada de una
desregulacion en los niveles de expresion tanto de Sema 3F, que ejerce un importante efecto
quimio-repulsivo sobre axones hipocampales, como de los componentes de su complejo
receptor. En este sentido, la respuesta de los ratones WT inyectados con AK coincide con
resultados de otros autores (169,170), quienes observaron en ratones expuestos a actividad
epileptogénica (con AK o con pilocarpina), una disminucion en los niveles de Sema 3F entre
la primer y segunda semana posteriores a la induccién de actividad, en las areas CA3, CA1l
y GD. Con respecto a esta disminucion de los niveles de Sema 3F en las regiones CA3 y GD
se describié que la misma coincide con la formacién de nuevas sinapsis en el circuito MF-
CA3 (170,171). Asi, la reduccién en la expresion de Sema 3F inducida por AK en animales
WT (baja quimio-repulsién), promoveria un medio permisivo para el crecimiento de las MF,
contribuyendo al cambio dindmico en el tamafio del TIP registrado a las dos semanas
posteriores a la induccién de actividad con AK en estos animales (63). Dado que los ratones
MUT y KO para MeCP2 no disminuyeron los niveles de Sema3F en respuesta a AK (Figs.
20A y 21A), es posible sugerir que en estos animales existirfa un ambiente inhibidor del

crecimiento axonal que podria explicar en parte, la falta de aumento en el volumen del TIP.

LA EXPRESION DE BDNF INDUCIDA POR ACTIVIDAD NEURONAL ES
DEFICIENTE EN RATONES MUTANTES PARA MECP2.

Los niveles de neurotrofinas en el hipocampo, son regulados dindmicamente por
actividad neuronal y la modificacion de esos niveles puede alterar el crecimiento y la
distribucién de las MF. BDNF se expresa normalmente en la mayoria de las neuronas
hipocampales, incluyendo las células granulares (172,173). Este factor promueve el
crecimiento y orientacion de los axones de las células granulares in vitro, amplia la inervacién
de MF en CA3 y regula la plasticidad sindptica de MF (174-176). Asimismo, se ha demostrado
que MeCP2 es fosforilada en respuesta a actividad sindptica y regula la expresion de genes,
en particular la producciéon de BDNF (28,29,31). Si bien hemos observado que tanto en
animales WT como MUT, los niveles de BDNF aumentan de manera similar a las 6hs de la
inyeccion con AK, decidimos determinar los niveles del mismo luego de 2 semanas del
tratamiento, a fin de evaluar si la expresion de BDNF se correlaciona con el aumento de
volumen del TIP.

Como muestra la Figura 22, se registr6 una diferencia significativa en la respuesta de

ambos genotipos WT y MUT en cuanto a los niveles de expresion de BDNF [F(1,13=10,61;
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p<0,01]. Los animales WT mostraron un aumento moderado pero significativo en la
expresion, dos semanas luego de la inyecciéon con AK. En contraste, en los ratones MUT la
expresion de BDNF se mantuvo invariable entre el grupo control y el tratado con AK; los
niveles de BDNF de animales MUT AK fueron marcadamente inferiores a los registrados en

los WT tratados con AK.
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Figura 22. Niveles de ARNm de BDNF determinados por RT-PCR en tiempo real en ratones WT y
MUT del modelo MeCP2-308. A Luego de dos semanas de la induccion de actividad se observo un
significativo aumento en los ratones WT tratados con AK en relacion con los WT controles, mientras que no
se registraron cambios significativos entre los ratones MUT controles e inyectados con AK. A", A fin de
evidenciar mejor el efecto de AK en cada genotipo, también se calcularon los niveles de expresion inducidos
con AK en referencia a los niveles controles WT y MUT. La linea de puntos marcada en el eje Y (Y=1)
representa los valores controles para cada genotipo. n= 4-5 ratones por grupo experimental. Andlisis de datos.
A: ANOVA de dos vias, sequido por Tukey HSD test. A": Mann-Whitney t test con 95% de intervalos de
confianza, * p<0,05; ** p<0,01.

Dado que los efectos de este factor neurotréfico estan mediados por la interaccién y
activacion de su receptor especifico: “tropomyosin-related kinase B receptor” (TrkB), se
procedio a confirmar este resultado evaluando en tejidos de animales MUT y WT, controles
y AK, la cantidad de células que presentan el receptor TrkB fosforilado, como un indicador
de la acciéon de BDNF in vivo (177). Para esto se utilizaron criosecciones de muestras de
cerebro de los grupos experimentales mencionados, perfundidos luego de dos semanas del
tratamiento con AK, momento en el que los animales WT mostraron un aumento en los
niveles de expresiéon de BDNF y en el tamafio del TIP en respuesta a AK. Mediante IHQ, las
secciones fueron tefiidas con el anticuerpo anti-pTrkB. Bajo microscopio se contabilizaron
entonces las células pTrkB-positivas, visualizadas en todos los planos focales, a lo largo de la
extension rostro-caudal de la capa de células granulares de GD, cuyos axones conforman el
TIP.

Al analizar las muestras, se determind efectivamente que el area donde se
concentraba el mayor nimero de células pTrkB-positivas correspondia a las neuronas
granulares del DG (Figura 23A y B). Al contabilizar las células pTrkB-positivas (Figura 23C)
en todas las muestras analizadas, encontramos una marcada diferencia entre los ratones WT

y los MUT a las dos semanas luego de la administraciéon de AK [Fg, = 11,58; p< 0,01].
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Mientras que entre los ratones MUT controles versus AK no se detectaron diferencias
significativas en el nimero de células pTrkB positivas (MUT control= 476+50; MUT
inducidos= 642+24), en los WT AK se observé un significativo aumento de estas células en
comparacion sus controles (WT control= 584+90; WT inducidos= 928+46), siendo también los
valores de los WT AK significativamente mayores a los de los MUT AK.

Este resultado obtenido en los ratones del modelo mutante MeCP2-308 junto con
los resultados en los niveles de expresion de BDNF medidos por real time RT-PCR indicarian
que en animales WT el crecimiento del TIP, evaluado a las 2 semanas luego de la induccion
de actividad con AK, estaria acompafiado por un incremento en la expresion de este
importante factor neurotréfico. En ratones mutantes para MeCP2, la falta de aumento en el
tamafio del TIP va acompafiada de una respuesta deficiente en la expresion de BDNF a las
dos semanas de someter a los animales a actividad epileptogénica.

Estos resultados indican que si bien los eventos de sefializacién involucrados en la
respuesta temprana a actividad sindptica parecen no estar afectados en ausencia de MeCP2,
la respuesta de factores troficos a largo plazo resultaria deficiente para impulsar el

crecimiento de MF inducido en respuesta a actividad epileptogénica.
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Figura 23. IHQ y conteo de
células pTrkB positivas a las
dos semanas post induccién
de actividad neuronal con
AK. A los quince dias
posteriores a la  actividad

| epileptogénica inducida por AK,

un mayor niimero de células
pTrkB positivas (sefialadas con
flachas blancas) se observé en el
GD los ratones WT inyectados
con AK (A) en comparacion a
los  MUT (B) también
inducidos. IHQ con pTrkB en
verde y Dapi en azul. Escala en
Ay B:50 um. GCL: capa celular
granular del DG. HL: hilus. C.
Cuantificacion de células pTrkB
positivas por GD en ratones
WT y MUT controles e
inyectados con AK. Un solo
episodio epileptogénico conduce
a un aumento en el niimero de
células pTrkB positivas durante
la segunda semana después de la
actividad inducida con AK en
los ratones WT administrados
con AK en comparacién a los
WT controles, no registrandose

la misma respuesta en los

ratones MUT administrados
con AK. n= 3 ratones por grupo
experimental. Andlisis de datos:
ANOVA de dos vias sequido
por Tukey HSD test, * p<0,05.
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ALTERACIONES EN LA MADURACION DE NUEVAS NEURONAS
GRANULARES PRODUCTO DE NEUROGENESIS ADULTA ANTE
MUTACIONES EN MeCP2.

Trabajos previos en el sistema olfatorio y en hipocampo han demostrado que en
ausencia de MeCP2 ocurren defectos en la maduraciéon neuronal durante el desarrollo
posnatal temprano, los cuales (aparentemente) se compensan més tarde en el desarrollo
(65,178). Dado que en hipocampo las células de GD sufren neurogénesis adulta, nos
preguntamos si las neuronas nuevas del organismo adulto recapitulan los defectos
manifestados en el desarrollo posnatal temprano en ratones MUT. Para ello, evaluamos el
porcentaje de maduracion de células granulares originadas en el adulto, tomando ventaja del
incremento en la neurogénesis adulta inducida por actividad epileptogénica.

Se parti6 de nuevos grupos de ratones WT y MUT de P63 dias de edad expuestos a
actividad epileptogénica mediante la administracién de una sola inyeccion ip de AK. Debido
a que el namero de células BrDU positivas es muy bajo en los individuos controles
(inyectados con PBS), para estos experimentos utilizamos sélo los grupos de animales
inyectados con AK. Para el estudio de la maduracién de las nuevas células granulares de GD
se marcaron diferentes cohortes de progenitores celulares en tres dias seguidos. Asi, el 5to,
6to y 7mo dias posteriores a la administracion de AK (ventana temporal de mayor actividad
proliferativa), se administraron 2 dosis de BrdU por dia a cada animal, separadas por 7hs.
Los animales se perfundieron a las 4 semanas desde la tltima dosis de BrdU (5 semanas
desde la administraciéon de AK), tiempo suficiente para que las nuevas células progenitoras
neurales del GD alcancen una morfologia caracteristica de célula granular madura (148). La
edad de los ratones al momento de la perfusion fue de P84 dias (12 semanas).

Una vez obtenidas las criosecciones, por IHQ se realizaron triples
inmunofluorescencias para marcadores neuronales. Los marcadores que se utilizaron fueron:
anticuerpo anti-BrdU para marcar células en divisidn, anticuerpo anti-Doblecortina (DCX)
como marcador de neuronas inmaduras y el factor de transcripcién nuclear NeuN, proteina
neuronal constitutiva especifica de neuronas postmitéticas. Bajo microscopio se analizaron y
contabilizaron las células BrdU-positivas a lo largo de la extension rostro-caudal de la capa
de células granulares de GD, visualizadas en todos los planos focales. La colocalizacion de
los marcadores se analiz6 a través de todo el eje vertical Z de cada célula BrdU-positiva
(cubriendo el soma celular entero). Contabilizadas y analizadas todas las células BrdU
positivas por muestra de animal se procedié a calcular el porcentaje de nuevas neuronas
producto de neurogénesis que alcanzaron la madurez (BrdU*NeulN*), el de las que todavia
se encuentran en un grado intermedio de maduracion (BrdU*DCX*NeulN*) y el de las
inmaduras (BrdU*DCX*), a las 4 semanas desde la marcacion de la dltima cohorte de

progenitores celulares.
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Figura 24. Simple y doble
marcacion de las células
BrdU positivas con los
marcadores  neuronales
NeuN y DCX. A y B.
Ejemplos de neuronas en
estado  intermedio  de
maduracion que colocalizan
con NeuN 'y DCX
(“doble”). En A se muestra
ademds la  proyeccion
ortogonal del eje Z sobre los
ejes X (linea verde) e Y
(linea roja). C. Ejemplo de
una neurona madura que
solo expresa NeuN. D.
Ejemplo de una neurona
inmadura que solo expresa
DCX. Los paneles en
vertical son planos dpticos
tinicos mostrando los 3
canales de fluorescencia por
separado y su superposicion
en el panel superior. Escalas
en A: 25 um y en B-D: 15
um.
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En la Figura 24 pueden observarse ejemplos de simple y doble marcacién de las
células BrdU positivas con los marcadores neuronales NeuN y DCX, que indican el estado
de madurez de dichas células.

Al determinarse los porcentajes de células BrdU positivas maduras, en estado
intermedio de maduracion e inmaduras (Figura 25), 5 semanas luego de la induccién de
actividad con AK, se encontraron diferencias significativas entre los animales WT y MUT
para MeCP2 [F, = 13,73; p<0,001]. En el caso de los ratones MUT se encontré que el
porcentaje de nuevas células de GD que alcanzaron la madurez fue significativamente menor
que en el caso de los ratones WT (MUTneun: 86,3911,494%; WTneun: 93,13+0,762%). Sin
embargo, mostraron una mayor proporcién de células en estado intermedio de madurez e
inmaduras (MUTbcx+neun: 9,76£1,521%; MUTbpex: 3,85£0,617%; WTbcx+Neun: 5,46£0,537%;
WTbcx: 1,41+0,481%).
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Figura 25. Porcentajes de células BrdU positivas en distintos estados de maduracién en ratones
WT y MUT inducidos a actividad neuronal con AK. A las 5 semanas posteriores a la administracion de
AK en los ratones WT el porcentaje de las nuevas células granulares que alcanzaron la madurez fue de mds
del 90%, mientras que dicho porcentaje fue significativamente menor en los ratones MUT, presentando éstos
a la vez mayores valores de nuevas células granulares en estados de inmadurez. Cada barra representa para
cada genotipo de MeCP2 el porcentaje promedio * el error estindar (SEM) de células BrdU positivas
colocalizando con el/ los correspondientes marcadores, normalizado al nimero total de células BrdU
positivas en cada raton. Cada barra estd subdividida para indicar el porcentaje promedio de células BrdU
positivas colocalizando con cada una de las combinaciones posibles de marcadores neuronales que indican
los distintos estados de madurez de dichas células. n=4-5 ratones por grupo experimental. Andlisis de datos:
ANOVA de dos vias sequido por Sidak’s test, * p<0,05; ** p<0,01.

Asi, los ratones MUT presentan un retraso en la maduracién de neuronas nacidas en
el hipocampo adulto; las células en estado intermedio de maduracién se acumulan, a
expensas de un menor nimero de células maduras. Estos resultados muestran que los
ratones que portan una proteina MeCP2 mutada (MUT) presentan defectos en la maduracién
de neuronas nuevas en el adulto, de manera similar a lo observado durante el desarrollo
temprano (65,178). El aumento en la neurogénesis adulta inducida por actividad neuronal,
nos permitié evidenciar que este defecto se recapitula en el animal adulto. El retraso en la

maduracién de células granulares de GD adulto sugiere que, si bien en respuesta a actividad
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sindptica se genera un nimero similar de neuronas nuevas en ausencia de MeCP2, éstas no
se integrarfan normalmente al circuito. Este defecto podria tener implicancias importantes

en procesos de aprendizaje dependientes de hipocampo.

DEFECTOS EN LA MEMORIA ESPACIAL EVALUADA MEDIANTE EL TEST
DE LABERINTO DE BARNES ANTE MUTACIONES EN MeCP2.

Dados los defectos encontrados en los elementos que conforman el circuito de las MF-
CA3 en la region dorsal del eje hipocampal de ratones mutantes para MeCP2 y considerando
ademads que la misma se encuentra principalmente involucrada en el procesamiento de la
memoria espacial, se decidi6 evaluar el aprendizaje y memoria espacial de los ratones del
modelo mutante para MeCP2 a través de su desempefio y capacidad de navegacién en el
laberinto de Barnes. Se estima que la mejora en el rendimiento para ubicar una caja de escape
a estimulos aversivos, a lo largo de sucesivas sesiones de entrenamiento, permite valorar
procesos de aprendizaje y memoria espacial en roedores (179).

Considerado menos estresante que los laberintos de agua (Morris), el laberinto de
Barnes consiste en un disefio relativamente simple de una plataforma circular con varios
orificios igualmente espaciados alrededor del borde perimetral. Todos menos uno de los
agujeros son de fondo falso o terminacién ciega, mientras que uno conduce a una jaula de
escape. Los estimulos ligeramente aversivos (por ejemplo, luces brillantes) proporcionan la
motivacion para localizar la jaula de escape, la cual se encuentra asimismo flanqueada por
sefiales visuales (179).

Partiendo de nuevos grupos de ratones adultos de P84 dias de edad (12 semanas)
MUT y sus compafieros de camada WT, los cuales a los P63 dias de edad (9 semanas) fueron
sometidos a actividad epileptogénica con AK o formaron parte del grupo control inyectado
con PBS estéril, se evalu6 el aprendizaje espacial y memoria de acuerdo a su desempefio en
el test del laberinto de Barnes. Este consiste en 4 etapas divididas en 4 dias: dia 1- habituacion;
dia 2- tres entrenamientos de 4 min cada uno, separados entre si por 30 min de descanso; dia
3-descanso y dia 4- test de memoria que consiste en una sola exposicion en la plataforma que
dura 2 min y en la cual se extrae la caja de escape. En cada entrenamiento al igual que en el
test del 4to dia se registro: el tiempo que el animal pasa en cada cuadrante de la plataforma,
el primer cuadrante al que se dirige el animal al quedar descubierto, el nimero de
exploraciones totales en los orificios de la plataforma, el nimero de exploraciones en los
orificios de cada cuadrante, el nimero de exploraciones correctas en el orificio blanco y, en

el caso de los entrenamientos, la latencia de entrada a la caja de escape.
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Aprendizaje

La adquisicion o el aprendizaje de la ubicacién de la caja de escape se evalud
determinando la latencia de escape a lo largo de los sucesivos entrenamientos, es decir el
tiempo que trascurre hasta que el animal encuentra y entra a la jaula de escape. De este modo
la adquisicion se refleja en las menores latencias de escape a lo largo de los entrenamientos.

En primer lugar se evalué el aprendizaje de los animales en los distintos grupos
experimentales, registrando el tiempo que le tomo a cada animal entrar en la caja de escape
en cada uno de los tres entrenamientos a los que fueron sometidos. Interesantemente, lo
primero que se observé fue que dentro de cada genotipo, independientemente de si se trataba
de animales controles o tratados con AK, el porcentaje de animales que no aprendieron fue
casi un 20% mayor en los ratones MUT con respecto a los WT (Figura 26), considerandose
como no aprendedores a aquellos animales que no entraron en la caja de escape en ninguno

de los tres entrenamientos que involucra el test de Barnes.

WT MUT

El 90.48% Aprendio
3 9.52% No Aprendié

Bl 72.73% Aprendio
3 27.27% No Aprendio

Total=21 Total=22

Figura 26. Porcentaje de animales aprendedores y no aprendedores WT y MUT para MeCP2. En el
caso de los ratones WT solamente 2 animales (1 WT control y 1 WT con AK) de un total de 21 no aprendieron
a localizar ni entrar en la caja de escape, mientras que en los MUT fueron 6 (3 MUT controles y 3 MUT
con AK) los casos de animales no aprendedores sobre un total de 22.

Sin embargo, al evaluar ahora la latencia de escape entre los animales que silograron
localizar y entrar a la caja de escape dentro de los 4 min que dura cada entrenamiento, no se
hallaron diferencias significativas en el aprendizaje o adquisicién entre los distintos grupos
experimentales de ratones del modelo MeCP2-308 [F, 117=0,744; p=0,6150] (Figura 27),
encontrdndose a lo largo de los sucesivos entrenamientos los tiempos de latencia de escape
promedios igualmente disminuidos en los cuatro grupos experimentales. Esto indicaria que,
independientemente de si los animales han sido previamente expuestos o no a un aumento
en la actividad neuronal, el aprendizaje a lo largo de los sucesivos entrenamientos no se veria

afectado en los individuos de este modelo mutante para MeCP2.
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Figura 27. Latencia de escape en
ratones WT y MUT para MeCP2,
controles y administrados con AK.
En los cuatro grupos experimentales se
—_— WTKA registré una disminucion en el tiempo

180 - T ] ]
i MUT control  de latencia de escape (medido en

T —_— MUT KA sequndos) a lo largo de los sucesivos
120 A T entrenamientos, no regzstmndose en
T <3 los mismos diferencias entre los

genotipos ni entre animales controles y
los tratados con AK cinco semanas
anteriores al desarrollo del test de
E1 E2 E3 Barnes. n= 9-14 ratones por grupo

Entrenamiento experimental.  Andlisis de datos:
ANOVA de dos vias seguido por
Tukey HSD test.
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48 hs después de la fase de adquisicion o aprendizaje se realiza una prueba final de
retencién o memoria, que consiste en una sola exposicion de 2 min en la plataforma, pero se
extrae la caja de escape. Esta es una prueba de preferencia espacial en la que si el animal ha
aprendido, pasard mas tiempo en el cuadrante blanco, es decir, donde previamente estaba
situada la caja de escape. De esta manera, la memoria o retencion se refleja en el mayor
porcentaje de tiempo en el cuadrante de escape durante la prueba final (179,180).

Los datos obtenidos en la prueba final con respecto al tiempo que los animales
pasaron en el cuadrante blanco en relacién a los 2 min totales de exposicién en la plataforma,
arrojaron una diferencia significativa entre los genotipos, independientemente del
tratamiento o no con AK [F(,36= 14,81; p< 0, 001], (Figura 28A). Asi, mientras que los ratones
WT controles y con AK pasaron mas del 40% del tiempo en el cuadrante donde se encontraba
la caja de escape (WT control: 45,65+5,05%; WT con AK: 40,96+6,08%), en el caso de los MUT
solo estuvieron un promedio de 24% del tiempo total del test en el cuadrante blanco (MUT
control: 26,91+3,65%; MUT con AK: 22,34+4,07%). En la Figura 28B pueden observarse
directamente los porcentajes de tiempo pasado en el cuadrante blanco para cada genotipo de
MeCP2, agrupando ahora dentro de cada uno de ellos a los animales controles junto con los
inyectados con AK (WT: 41,80+3,69%; MUT: 24,97+2,85%). Estos resultados indicarfan que
los ratones MUT reflejan una falla en la fase de retencién o memoria de lo aprendido durante

la fase de adquisicion.
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Figura 28. Porcentaje de tiempo pasado en el cuadrante blanco durante el test final de memoria. A.
Porcentaje de tiempo en cuadrante blanco para los cuatro grupos experimentales: WT control y con AKy MUT
control y con AK. El andlisis estadistico arroja una diferencia significativa por genotipo, independientemente
del tratamiento, siendo el % de tiempo pasado en el cuadrante blanco significativamente mayor en los ratones
WT con respecto a los MUT. n= 8-13 ratones por grupo experimental. Andlisis de datos: ANOVA de dos vias
seguido por Tukey test. B. Porcentaje de tiempo en cuadrante blanco para los dos genotipos de MeCP2, dentro
de los cuales se incluyen juntos los animales controles y tratados con AK. n=18-20 ratones por grupo
experimental. Andlisis de datos. A: ANOVA de dos vias sequido por Tukey HSD test. B: Mann-Whitney t test
con 95% de intervalos de confianza. sxxp<0,001

Los resultados anteriores se complementaron con los obtenidos al cuantificar el
porcentaje de exploraciones realizadas por los animales en los orificios del cuadrante blanco
con respecto al total de las mismas en los orificios de la plataforma durante los 2 min del test
final de memoria, e incluso también al cuantificar el porcentaje de exploraciones en el orificio
de escape (“blanco”) con respecto a las exploraciones totales. Nuevamente aqui, los analisis
estadisticos arrojaron diferencias significativas por genotipo, independientemente del
tratamiento o no con AK (resultados no mostrados), razén por la cual se muestran
directamente los resultados para el total de los animales WT y MUT. Con respecto al
porcentaje de exploraciones en el cuadrante blanco (Figura 29A), se observé una marcada
diferencia entre los genotipos WT y MUT para MeCP2 [F,3)=22,7; p<0,0001]; mientras que
en los ratones WT las exploraciones en el cuadrante blanco representaron el 47,88+2,82 % del
total de las mismas realizadas en toda la plataforma, en los MUT dicho porcentaje fue de s6lo
el 28,62+2,84%. Por otra parte, al calcular el nimero de exploraciones realizadas en el orificio
de escape en relacién al total de las mismas en todos los orificios de la plataforma (Figura
29B), nuevamente para el caso de los ratones WT el porcentaje de aciertos en el orificio de
escape fue significativamente mayor que en los MUT (WT: 9,89+1,45%; MUT: 5,20+1,023%)
[F, 38=6,098; p=0,0181].
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Figura 29. Porcentajes de exploraciones en el cuadrante y orificio blancos en relacion a las
exploraciones totales durante el test final de memoria. A. Porcentaje de exploraciones en los orificios del
cuadrante blanco realizado por los ratones WT y MUT para MeCP2 con respecto al total de las mismas en todos
los huecos de la plataforma del laberinto de Barnes. B. Porcentaje de exploraciones en el orificio blanco en
relacion al total de las mismas realizadas durante el test de memoria por los animales WT y MUT. Tanto el %
de exploraciones en el cuadrante blanco (A) como el de exploraciones en el orificio blanco (B) fueron
significativamente mayores en los ratones WT al compararlos con los MUT. n=18-20 ratones por grupo
experimental. Andlisis de datos: Mann-Whitney t test con 95% de intervalos de confianza. +p<0,05;
#x35xp<0,0001.

Otro dato curioso resulté al observar cual fue la primer zona o cuadrante de
exploraciéon al que los ratones se dirigieron al quedar descubiertos en el medio de la
plataforma, al inicio del test de memoria. La mayoria de los ratones WT (55%) se dirigieron
en primer lugar al cuadrante blanco y en ninguno de los casos se adentraron en el cuadrante
opuesto a éste. Mientras que en los ratones MUT el mayor porcentaje (38,1%) se dirigi6é en

primer lugar al cuadrante opuesto al blanco (Figura 30).

Orificio blanco

Figura 30. Primer cuadrante o

Sefial .
zona de exploracion durante la

Visual B wr

A B MmuT

55%
33,33%

Cuadrante
blanco

19, 05%

Cuadrante
opuesto
0%
38,10%

O

fase de prueba de memoria o
retencion. En el esquema se
encuentran representados los 4
cuadrantes del laberinto de Barnes
(blanco, opuesto, izquierdo y
derecho), las sefiales visuales que
flanquean el orificio blanco donde
se encontraba la caja de escape
durante los entrenamientos, y los
porcentajes de animales que se
dirigieron en primer lugar a cada
uno de los cuadrantes. En azul los
porcentajes de los ratones WT y en
rosa oscuro los de los MUT.
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Estos resultados indican que ratones de 12 semanas del modelo MeCP2-308, no
mostrarian defectos en el proceso de aprendizaje espacial medido con el laberinto de Barnes,
sin embargo se evidencié una falla marcada en la retenciéon de la informacién adquirida

evaluada por el mismo test.

CONCLUSIONES

En esta segunda parte propusimos evaluar como la falta de MeCP2 afecta respuestas
dependientes de actividad en el circuito hipocampal MF-CA3. Para ello utilizamos un
paradigma para inducir actividad epileptogénica por administraciéon de AK in vivo en dos
modelos animales deficientes en MeCP2. Nuestros resultados mostraron que la falta de
MeCP2 interfiere con procesos de plasticidad estructural presinaptica. Tanto ratones carentes
de MeCP2 (modelo null MeCP2Bird) como ratones que expresan una versién trunca de
MeCP2 (modelo MeCP2-308), fallaron en incrementar el volumen del tracto TIP en respuesta
a la actividad epileptogénica. Si bien se detectaron algunas diferencias en la magnitud de la
respuesta epileptogénica en los modelos de ratones deficientes en MeCP2 (KO y MUT), la
expresion temprana de genes (Arc y BDNF) inducidos in vivo por dicha actividad fue similar
alos WT. Esto sugiere que la falta de crecimiento del tracto TIP no se deberia a un defecto en
la activacién neuronal temprana en el hipocampo de ratones deficientes en MeCP2.
Asimismo, cuando se determiné el grado de neurogénesis inducido por AK, tanto ratones
WT como MUT mostraron niveles similares, en el pico de proliferacion (7 dias post AK). Sin
embargo, 2 semanas luego de administrar AK, al momento en que los WT muestran un
aumento en el TIP, los animales MUT presentaron diferencias significativas en la expresion
de Sema3F y de BDNF, que fueron compatibles con la generacién de un ambiente inhibidor
del crecimiento axonal, y podria explicar en parte, la falta de aumento en el volumen del TIP.
Finalmente, encontramos que estos defectos en respuestas dependientes de actividad fueron
acompanados por un déficit en la maduracién de neuronas granulares nacidas en el
hipocampo adulto, lo cual ademaés se correlacioné con fallas en un test de memoria espacial
(laberinto de Barnes).

Con estos estudios se sientan las bases para establecer un modelo que nos permita
evaluar el efecto de la manipulacién de vias especificas involucradas en guiado axonal,
sinaptogénesis, maduracion en un circuito especifico y correlacionarlo con cambios en el

desempefio en test de memoria espacial.
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DEFECTOS EN MECP2 ALTERAN EL ESTABLECIMIENTO DE
CONEXIONES NEURONALES AFECTANDO PROCESOS QUE
INVOLUCRAN A COMPONENTES PRE-SINAPTICOS.

Mutaciones en el gen de la proteina de unién a metil-CpG 2 (MECP2) son la causa
mas frecuente de los casos clasicos de RTT. Sin embargo, dichas mutaciones o incluso la
expresion alterada de este gen también estan asociadas con un espectro de desérdenes del
desarrollo neurolégico, con una superposiciéon fenotipica sustancial, tales como trastornos
del espectro autista, encefalopatias neonatales severas, entre otros (13). En conjunto, la
relacion de MeCP2 con estos desérdenes del neurodesarrollo pone de relieve la importancia
de comprender los mecanismos moleculares por los que MeCP2 afecta el desarrollo cerebral,
las condiciones mentales y el funcionamiento cerebral. En relaciéon a esto dltimo, la
bibliografia existente coincide en que dichos desérdenes afectan principalmente la
conectividad neural. En el caso particular de RTT, la evidencia temprana de estudios post
mortem en pacientes apoy6 la hipétesis de que dicha enfermedad es un trastorno del
refinamiento dendritico y la plasticidad sinaptica (181). Por lo que a partir de alli los
esfuerzos se direccionaron a comprender el rol de MeCP2 en el desarrollo y funciéon
dendriticos, lo que se ha traducido en un universo de estudios descriptivos de los defectos
encontrados en componentes postsindpticos de distintas regiones del SNC de modelos
animales (13,48,182). Por lo tanto, es claramente evidente que el campo de la investigacion se
ha centrado en el estudio de alteraciones de los componentes post-sinapticos que integran
los circuitos neuronales, como punto fundamental de la conectividad. Sin embargo, no
resulta necesario aclarar que en el establecimiento de la conectividad neuronal los
componentes pre-sindpticos poseen tanta importancia como los post-sindpticos,
fundamentalmente por que participan en la mayoria de los eventos involucrados en la
formacién y refinamiento de los circuitos (183).

A fin de estudiar el establecimiento de la conectividad neural, se han definido una
serie de eventos secuenciales involucrados en el desarrollo de los circuitos neurales (59): el
crecimiento axonal de la neurona en desarrollo; el proceso de guiado axonal, a cargo de
moléculas guia especificas que direccionan los conos de crecimiento axonales hacia células
diana apropiadas; la formacién de conexiones sindpticas, que se regulan dindmicamente por
actividad neuronal, competencia con otras sinapsis y factores intrinsecos; y el proceso de
pruning axonal, que consiste en el proceso de remocion selectiva de proyecciones neuronales
aberrantes o ectépicas y sus conexiones sinapticas (82). Estos procesos que tienen como
protagonistas a los componentes pre-sinapticos, afectan directamente la sinaptogénesis y el
establecimiento de la conectividad neural, por lo que también resulta relevante evaluar como

los mismos pueden verse afectados ante alteraciones en MeCP2.
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En trabajos previos (Degano y col., 2009), utilizando el sistema olfatorio como un
modelo del neurodesarrollo, identificamos una funcién novedosa para MeCP2 en procesos
de guiado axonal durante el establecimiento de los circuitos neuronales (incluyendo
trayectoria axonal, refinamiento y “targeting” axonal) (53). Considerando estos antecedentes,
nos propusimos evaluar el rol de MeCP2 en la formacién y maduracion de los circuitos
neuronales desde la perspectiva de los componentes pre-sinapticos en el hipocampo,
estructura de mayor relevancia en la patogénesis de RTT (45).

Nuestros resultados indican que en etapas posnatales tempranas (P30), animales
mutantes para MeCP2 presentan un retraso en el proceso de pruning estereotipado del TIP
hipocampal, conformado por las proyecciones axonales de las células granulares del GD
(MF) que proyectan hacia las células piramidales de la region CA3. Conjuntamente con el
retraso en el pruning estereotipado del TIP, en hipocampo de ratones mutantes para MeCP2
se registraron alteraciones en la expresion de moléculas de guiado axonal, mas
especificamente de Sema3F y los componentes de su complejo receptor (PIxA3 y Npn-2),
moléculas identificadas como claves para este proceso de refinamiento de las MF(63,99,104),
como asi también de otra molécula importante para el guiado y crecimiento axonal como es
BDNEF.

Se ha establecido que en condiciones normales durante el desarrollo postnatal, existe
un gradiente local restringido en la expresiéon de Sema 3F que acttia a través de su complejo
receptor, integrado por PlexA3 y NpN-2, conduciendo el refinamiento del TIP hacia el hilus
del GD (63,105). Alteraciones en la regulacion espacial y temporal de la expresion de estas
moléculas, como las aqui descriptas en los ratones mutantes para MeCP2, podria explicar las
fallas encontradas en el refinamiento del TIP en estos animales. Es posible sugerir entonces,
que fallas en la regulacién transcripcional de moléculas de guiado podria explicar el defecto
en el refinamiento de las MF ante alteraciones en MeCP2.

Estos resultados son comparables a los descriptos en el sistema olfatorio, con la
diferencia a remarcar de que el defecto encontrado en el refinamiento del TIP se observé en
un modelo animal que porta una proteina MeCP2 trunca que carece del carboxilo terminal
(modelo MeCP2-308), y los estudios en el sistema olfatorio se realizaron en un modelo de
ratones KO, carentes completamente de MeCP2 (modelo MeCP2-Jae). Es interesante recalcar
entonces, que en dos modelos animales de RTT y en dos regiones diferentes del SNC
(hipocampo y bulbo olfatorio), se observan defectos de “targeting” y de refinamiento axonal
durante la formacién de los circuitos, lo cual sugiere un rol para MeCP2 en dicho proceso.

Un punto a remarcar aqui es que, los cambios en los niveles de expresion de las
moléculas evaluadas resultaron mayormente marcados en el GD que en el “resto de
hipocampo”, lo cual sugiere que las variaciones de expresién génica presentes en las regiones

incluidas en estas dltimas muestras podrian verse enmascaradas. Por esta razén, a fin de
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confirmar los cambios observados, se planea realizar ensayos de hibridizacién in situ, con
sondas especificas de Semas y sus receptores, debido a que no existen al presente anticuerpos
adecuados para estudios de IHQ.

Se ha demostrado una clara correlacién entre el tamafio del TIP y el desempefio en
tareas de aprendizaje espacial en roedores (91,93,94,118). Por lo que el pruning estereotipado
de este tracto, que consiste en la remocién de poblaciones de conexiones axonales-anatémicas
ectopicas durante una ventana temporal particular del desarrollo, constituiria un mecanismo
adicional y de gran relevancia en el desarrollo de la conectividad y funcionalidad de este
circuito (63,82,87,161). Considerando los resultados obtenidos, el retraso registrado en este
proceso de pruning podria deberse en gran parte a una desregulacion transcripcional de
moléculas de guiado axonal causada por la falta de MeCP2, lo que tendria consecuencias en
el establecimiento de la conectividad de las MF con los demdas componentes del circuito,
neuronas piramidales de CA3 y principalmente interneuronas (184), generando defectos de
funcién a largo plazo. Las MF conectan a células granulares glutamatérgicas de GD con las
neuronas piramidales glutamatérgicas de CA3 y con interneuronas GABAérgicas. Asi,
mientras que por un lado las células del GD activan a las neuronas piramidales de CA3, por
el otro también activan a las interneuronas GABAérgicas las cuales, a su vez, inhiben la
actividad de las neuronas de CA3. Por lo tanto, a través de estos dos tipos diferentes de
sinapsis, las neuronas de DG pueden aumentar o disminuir la actividad de las células
piramidales en CA3 (184,185). Este delicado equilibrio de actividad entre estos dos tipos de
conexiones de las neuronas granulares es de gran importancia para el correcto
funcionamiento del hipocampo, siendo particularmente critico para la capacidad de
aprender y recordar. Tal es asi que mutaciones que afectan puntualmente esas conexiones
han sido asociadas con autismo y otros trastornos neurolégicos (186).

Otro evento clave que se produce conjuntamente con el proceso de pruning del TIP
es la remocién de los complejos sindpticos que conforman las MF con las neuronas
piramidales de CA3 a lo largo del tracto. Estos eventos de pruning sindptico constituyen uno
de los mecanismos basicos que conforman la plasticidad durante el desarrollo, es decir la
capacidad del cerebro para aprender, recordar y olvidar, asi como su capacidad para
reorganizarse y recuperarse de una lesiéon. Es por esto, que defectos en este proceso de
remocion selectiva de sinapsis durante el desarrollo neural y la maduracién de los circuitos
se encuentran asociados a un amplio grupo de trastornos neurolégicos pediétricos tales como
esquizofrenia, autismo y otros desérdenes clinicos vinculados a la plasticidad cerebral (88-
90). No resulta ilogico pensar por lo tanto que estos eventos de pruning sinapticos también
se vean afectados al encontrarse alterado el refinamiento estereotipado del TIP.

En relacién al pruning sindptico, también ha sido reportado que las conexiones

excesivas se refinan a través de la actividad de las sinapsis excitatorias locales que utilizan
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glutamato como neurotransmisor (187). Asi, la actividad de las sinapsis glutamatérgicas
contribuye a la pérdida de muchas sinapsis y la preservacion de aquellas que disparan
conjunta y repetidamente (188). Teniendo esto en cuenta, realizamos inmunotinciones de
terminales glutamatérgicas, utilizando como marcador el transportador vesicular de
Glutamato (VGLUT1) en muestras de hipocampo WT y MUT para MeCP2 de edad P30. En
experimentos preliminares, observamos menor marcacién para VGLUT1 en el TIP de los
ratones MUT en comparacién a los WT. Esta observacién unida a la expresion diferencial de
moléculas de guiado sugiere que el refinamiento sindptico podria también verse afectado en
este modelo animal. Seria importante en este punto analizar el nimero de sinapsis presentes
en el estrato oriens hipocampal, por donde se extiende el TIP, a fin de evaluar las
consecuencias sinapticas de la falta de pruning observada en ratones deficientes en MeCP2.

Esta primera parte de nuestro trabajo revela un papel novedoso para MeCP2 en el
desarrollo de la conectividad del hipocampo. Ademas de su reconocida influencia en el
desarrollo dendritico, proponemos que MeCP2 interviene en procesos de “pruning axonal” y
en el establecimiento de circuitos neuronales a través de la regulacion de la expresion de
moléculas de guiado axonal. Al reducirse a uno entre todos los candidatos de la familia de
semaforinas, asi como el momento del desarrollo afectado, un camino interesante a seguir es
el estudio de los mecanismos moleculares por los cuales MeCP2 regula la expresién de genes
candidatos de esta via, por ejemplo mediante estudios de inmunoprecipitacién de cromatina
(ChIP) para evaluar si MeCP2 se une a los promotores de estos genes candidatos e identificar
qué co-represores o co-activadores se reclutan. Teniendo en cuenta el papel crucial que
desempefian estas moléculas en el desarrollo de circuitos neuronales, nuestros resultados
tienen implicancias importantes para comprender el mecanismo patogénico que subyace a
RTT y al autismo, y apoyan las hipétesis existentes de que los TEA son trastornos de la

conectividad neural (189).

PLASTICIDAD __ ESTRUCTURAL __ PRESINAPTICA Y SU
CORRELACION CON DEFICITS EN MEMORIA ESPACIAL EN UN
MODELO MUTANTE DE MECP2.

Aunque la expresion de MeCP2 es importante en el desarrollo postnatal temprano
del cerebro, su funcién persiste mas alla de este periodo extendiéndose al mantenimiento
neuronal durante toda la vida. Asi, la reactivacion de MeCP2 enddgena a niveles normales
en ratones Mecp2-KO sintomaéticos, revierte algunos de los signos asociados a RTT y extiende
la sobrevida (42). Més atin, la inactivacién de MeCP2 en ratones maduros (>4 meses de edad)
produce rapidamente caracteristicas de RTT y la muerte (51,190). Por otra parte, la funcién
de MeCP2 es sensible a actividad sindptica y se la ha implicado en la regulacién de la
plasticidad estructural post-sindptica, en particular en el crecimiento dendritico y maduracién
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de espinas dendriticas (31). En esta segunda parte propusimos evaluar como la falta de
MeCP2 afecta respuestas dependientes de actividad y eventos de plasticidad estructural pre-
sindptica, en el circuito hipocampal “mossy fibers”-CA3.

En hipocampo de ratas y ratones adultos se han descripto dos eventos centrales de
plasticidad estructural presindptica: la neurogénesis adulta y cambios dindmicos en el
tamafio del TIP, formado por los axones de células granulares de GD. Se ha observado que
tanto la formacién de nuevas neuronas del GD por neurogénesis adulta, como la anatomia
del TIP son reguladas dindmicamente en respuesta a estimulos neurogénicos, como la
exposicion a un ambiente enriquecido o la induccién de actividad epileptogénica (107-110).
En el presente estudio, decidimos inducir actividad epileptogénica por administracion de AK
in vivo a fin de aplicar estimulos similares en los diferentes grupos de ratones. Si bien el
paradigma de enriquecimiento ambiental se asemeja mas a un estimulo fisiol6gico, es muy
dificil asegurar que cada animal recibe estimulaciéon similar (por ej. si muestran defectos
motrices o de motivacién para correr en la rueda o para inspeccionar objetos novedosos);
ademas, insume mayor espacio de alojamiento del que disponemos. Los modelos animales
WT y MeCP2 MUT/KO que utilizamos poseen una base genética C57BL6, que posee una
relativamente alta resistencia a insultos excitotéxicos, por lo que se ha reportado que en
respuesta a AK desarrollan convulsiones y se potencia la neurogénesis sin llevar a una
muerte neuronal masiva (107,154).

Para estos experimentos se trabajé con dos modelos animales: ratones MeCP2Bird
(KO) que carecen de MeCP2 y el modelo MeCP2-308 (MUT) que porta una version trunca de
MeCP2. A las mismas dosis de AK, se observaron algunas diferencias en la actividad
epileptogénica alcanzada por los animales de cada modelo. Los ratones MeCP2 KO
inyectados a las 6 semanas de vida (ver Métodos), mostraron mayor sensibilidad a AK que
sus contrapartes WT (Figura 14), lo cual fue reportado por otros autores en un modelo
similar, carente de MeCP2 (164). Cuando se midi6 la expresiéon de genes inducidos por
actividad sinaptica luego de 6hs del estimulo, ratones de ambos genotipos (WT y KO)
respondieron aumentando los niveles de expresién de BDNF y Arc en respuesta a AK (Figura
16). Sin embargo, solo los ratones WT de este modelo mostraron un aumento significativo en
el tamafio del TIP a las 2 semanas luego de la inyeccién con AK (Figura 15), a pesar que los
animales MeCP2 KO manifestaron niveles mas altos de actividad epileptogénica. Dado que
tuvimos acceso limitado a este modelo, no pudimos continuar la caracterizacién del mismo,
pero este resultado es muy importante para confirmar la falta de aumento del TIP en ausencia
de la proteina MeCP2.

La mayoria de los estudios de la presente tesis se realizaron en el modelo MeCP2-308
(MUT), a nuestro criterio mas adecuado porque semejan mejor las condiciones de la

patologia humana; presentan la proteina mutada, el desarrollo de signos clinicos es maés
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progresivo y poseen una sobrevida de aproximadamente 1 afio, lo cual permite realizar
experimentos a edades mdas avanzadas y los resultados no se verfan enmascarados por
condiciones fisiologicas proximas a la muerte, como ocurre con la generalidad de los estudios
realizados en RTT utilizando los modelos KO (sobrevida de alrededor de 8-11 semanas). La
caracterizacion original del modelo revelé que los animales MeCP2 MUT desarrollan
temblores corporales a partir de los 2 meses y algunos presentan convulsiones espontaneas
partir de los 5 meses de vida (20). Sin embargo, no habia reportes acerca de la induccién de
actividad epileptogénica en este modelo. A fin de estandarizar el método, en el presente
trabajo realizamos experimentos de inyeccion de AK en ratones WT y MUT de 6, 9 y 12
semanas de edad. Los animales MUT de 12 semanas de edad resultaron muy sensibles a las
dosis de AK que eran efectivas en ratones WT, por lo que no continuamos con esos
experimentos (datos no mostrados). Interesantemente, los animales MUT de 6 semanas
inyectados con AK no desarrollaron convulsiones ni mostraron un aumento de la expresion
de genes inducidos por actividad neuronal (BDNF y Arc), luego de 6 hs de la inyeccioén, a
diferencia de lo observado en sus compafieros de camada WT (datos no mostrados).
Finalmente, ratones WT y MUT de 9 semanas inyectados con AK, mostraron un nivel similar
de actividad epileptogénica y de aumento en la expresiéon de BDNF y Arc luego de 6 hs
(Figuras 14 y 16).

Asi, en el proceso de estandarizacion de las condiciones para inducir un estimulo
neurogénico de magnitud semejante en ratones WT y MeCP2 MUT, encontramos marcadas
diferencias en la susceptibilidad a AK de acuerdo a la edad en los animales MUT. Estas
observaciones y el hecho que RTT es un desorden del neurodesarrollo hacen importante
establecer en qué etapa del mismo se trabaja. A los fines de la presente tesis, decidimos
utilizar animales WT y MeCP2 MUT de 9 semanas, que en respuesta a la dosis administrada
de AK, desarrollaron un tnico episodio de convulsiones, que se resolvié dentro de las 2 hs
(Figura 14). Mas estudios serdn necesarios para entender si la falta de respuesta a AK en
ratones MUT jovenes se debe a una expresion diferencial de receptores kainato, por ejemplo
una expresion deficiente de la subunidad GluR6 puede generar ausencia de convulsiones
(191); también es posible que la falta de respuesta sea independiente del agente convulsivante
y se base en una maduracién diferencial de la conectividad sindptica en los circuitos
excitatorios/inhibitorios en este modelo (192).

La inyeccion de AK en ratones de 9 semanas del modelo MeCP2-308, revel6 que los
ratones MUT también fallaron en incrementar el volumen del tracto TIP, en respuesta a la
actividad epileptogénica (Figura 15), a pesar que estos animales mostraron un aumento de
actividad neuronal en respuesta a la administracion del AK, de magnitud similar a la
inducida en animales WT (Figura 14). Esto sugiere que la falta de crecimiento del tracto TIP

no se deberia a un defecto en la activacién neuronal temprana en el hipocampo de ratones
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deficientes en MeCP2.

Otros autores han sugerido que el tamarfio del TIP es dindmicamente influenciado por
un aumento en la neurogénesis (107). Se ha reportado que existe un aumento significativo en
el nimero de nuevas células granulares en el GD tras actividad epileptogénica inducida por
agentes convulsivantes (107,110,152,153,166), lo cual apoya la idea de que la neurogénesis
adulta podria estar relacionada con el tamafio del TIP. Considerando estos antecedentes, se
decidi6 evaluar la neurogénesis adulta en GD en respuesta a la administraciéon de AK en
ratones mutantes para MeCP2. Nuestros resultados mostraron que dicho proceso no se ve
afectado en nuestro modelo (Figura 17), lo cual concuerda con trabajos previos que
demostraron que MeCP2 no seria critica para la neurogénesis (65). La falta de crecimiento
del TIP en respuesta a la actividad neuronal observada en los ratones MeCP2 MUT no seria
consecuencia de una menor producciéon de nuevas células granulares en GD. Sin embargo,
es posible que la sobrevida de estas neuronas nuevas se vea afectada en ausencia de MeCP2.
En este sentido, nosotros observamos que la proporciéon de nuevas células de GD (BrdU+)
que sobrevivieron luego de 5 semanas de la induccién de actividad neuronal fue similar en
ratones WT y MUT (Figura 19), por lo que la sobrevida de las nuevas neuronas de GD no se
encontraria afectada por fallas en MeCP2. Es importante mencionar que hasta el momento
todos los estudios realizados en diferentes modelos animales deficientes en MeCP2 coinciden
en que no existen indicios de neurodegeneracién o muerte en los mismos. Sin embargo,
estudios mas detallados en nuestro modelo experimental, utilizando la técnica de TUNEL en
combinacién con Fluoro Jade, serdn necesarios para confirmar esta hipoétesis.

Es importante recalcar que, si bien la neurogénesis no se vi6 afectada en ausencia de
MeCP2, las nuevas neuronas de GD presentaron déficits en su capacidad de transicionar a
etapas de desarrollo maduras posteriores (Figura 25). Estos resultados muestran que los
ratones que portan una proteina MeCP2 mutada (MUT) presentan defectos en la maduraciéon
de neuronas nuevas en el adulto, de manera similar a lo observado durante el desarrollo
temprano y en otros modelos de RTT (65,178). El aumento en la neurogénesis adulta inducida
por actividad neuronal, nos permitié evidenciar que este defecto se recapitula en el animal
adulto. El retraso en la maduracion de células granulares de GD adulto sugiere que, si bien
en respuesta a actividad sindptica se genera un ntmero similar de neuronas nuevas en
ausencia de MeCP2, éstas no se integrarian normalmente al circuito. Este defecto podria tener
implicancias importantes en procesos de aprendizaje dependientes de hipocampo, como el
tests de memoria espacial.

En cuanto a la plasticidad del tracto TIP, se ha propuesto que la misma es el resultado
del aumento coordinado de factores tréficos y de la disminucién de moléculas
quimiorepelentes (183). Los niveles de neurotrofinas en el hipocampo, son regulados

dindmicamente por actividad neuronal y la modificacién de esos niveles puede alterar el
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crecimiento y la distribucién de las MF. Numerosos estudios han implicado a BDNF como
un potente modulador en muchos aspectos del desarrollo neuronal (193), asi como en la
transmisioén sindptica y plasticidad (194-197). BDNF se expresa normalmente en la mayoria
de las neuronas hipocampales; promueve el crecimiento y orientacién de los axones de las
células granulares in vitro y regula la plasticidad sinaptica de MF (174-176). Ademas, se ha
demostrado que MeCP2 es fosforilada en respuesta a actividad sindptica y regula la
expresion de genes, en particular la produccién de BDNF (28,29,31). Nuestros resultados
muestran que tanto en animales WT como MeCP2 MUT, los niveles de BDNF aumentan de
manera similar en respuesta a AK, a las 6 hs post inyeccion. Sin embargo, cuando
determinamos le expresion de BDNF a las 2 semanas post AK, los animales WT atn
presentan un leve aumento en la expresion del mismo, pero no asi los ratones MUT (Figura
22). Estos resultados se confirmaron al evaluar el nimero de células granulares de GD que
presentan el receptor TrkB fosforilado, como un indicador indirecto de la accion de BDNF
endoégeno (Figura 23C). Asi, el crecimiento del TIP detectado en animales WT 2 semanas
luego de la induccién de actividad con AK, estaria acompafiado por un incremento en la
expresion de BDNF. En ratones MeCP2 MUT, la falta de crecimiento del tracto se correlacioné
con una respuesta deficiente en la expresion de BDNF. Estos resultados indican que si bien
los eventos de sefalizacion involucrados en la respuesta temprana a actividad sinaptica
parecen no estar afectados en ausencia de MeCP2, la respuesta de este factor tréfico a largo
plazo resultaria deficiente para impulsar el crecimiento de MF inducido por actividad
epileptogénica.

Dada la importancia de esta neurotrofina y considerando que MeCP2 se une a uno
de los promotores de este gen y regula su expresiéon, muchos estudios han propuesto un rol
critico de BDNF en la patogénesis de RTT. En modelos animales deficientes en MeCP2 se ha
descripto una reduccién en los niveles de BDNF, que coincide con la aparicién de signos
clinicos. Durante las primeras semanas postnatales los niveles de BDNF en la mayoria de las
regiones cerebrales de ratones MeCP2 KO son comparables a los de los compafieros de
camada WT; hacia las 7 semanas cuando los ratones machos MeCP2 KO son sintométicos (y
con una expectativa de vida de 1 a 3 semanas mas), los niveles de BDNF son més bajos en
todo el cerebro (198-201). En contraste, en el presente trabajo, mostramos que en el modelo
animal MeCP2-308, los ratones MUT en condiciones basales no muestran diferencias en los
niveles de RNAm para BDNF en hipocampo a las 9 y 11 semanas de edad (Figuras 16 y 22).
Esta observacién ha sido también reportada por otros autores, en animales MeCP2-308 MUT
de mayor edad y sintomaéticos (202). Ademads, observamos que ambos grupos WT y MUT
respondieron con un aumento similar en la expresion de BDNF a las 6 hs post AK (Figura

16), aunque esta respuesta no se mantuvo en el tiempo en los animales MUT (Figura 22).
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Estos resultados sugieren que son necesarios mds estudios para elucidar el posible rol de
BDNF en ausencia de MeCP2 y en RTT (203).

Como menciondramos antes, el proceso de plasticidad estructural que muestran las
MF en respuesta a actividad sinaptica, involucra la participacion de factores de crecimiento
y moléculas de guiado axonal (183). Asi, se hipotetiza que incrementos en un factor tréfico
serian balanceados con una reduccién en moléculas quimiorepelentes. De hecho, un camulo
de evidencia sugiere que las semaforinas son determinantes criticos del crecimiento y
targeting axonal durante el desarrollo del sistema nervioso (204). Ratones deficientes en Sema
3F, Npn-2 o en PlexnA3 mostraron una hipertrofia robusta del tracto TIP (63,99,104).
Ademas, se ha demostrado que una reduccién en la expresion de semaforina 3A es necesaria
para que ocurran los rearreglos que sufren MF en los modelos de epilepsia inducidos por
AK (170). Barnes y col. reportaron que tales reducciones dramaticas en la expresion de un
quimiorrepelente son temporalmente y regionalmente consistentes con incrementos en el
volumen de MF en CA3 después de convulsiones inducidas por AK o pilocarpina (205,206).

Considerando estos resultados y la falla en la respuesta plastica del TIP a actividad
epileptogénica en ratones mutantes para MeCP2, resulté de primer interés analizar la
expresion de elementos de la via de Sema 3F. Esta molécula de guiado axonal esta
involucrada en el crecimiento, gufa y blanco axonal de las MF hipocampales (63,106,169),
actuando como inhibidor del crecimiento axonal al combinarse con su complejo receptor
presente en los axones e induciendo el colapso de los mismos (170). En linea con lo expuesto,
2 semanas luego de administrar AK, al momento en que los WT muestran un aumento en el
TIP, los animales MUT presentaron diferencias significativas en la expresiéon de Sema3F
(Figura 20) y de BDNF (Figura 22), que fueron compatibles con la generacién de un ambiente
inhibidor del crecimiento axonal, y podria explicar en parte, la falta de aumento en el
volumen del TIP en ausencia de MeCP2.

Los eventos de plasticidad estructural presinaptica aqui estudiados se han
correlacionado con mejoras en el desempefio en tests de aprendizaje dependientes del
hipocampo (107). Con respecto al TIP, su considerable plasticidad fue notada
tempranamente (117,118), al igual que la correlaciéon positiva entre su tamafio y el
rendimiento de los animales en una gran variedad de test conductuales de memoria espacial,
existiendo abundante evidencia al respecto (91,117,119-124). Por ello, decidimos evaluar el
aprendizaje y la memoria espacial de los ratones del modelo mutante para MeCP2 a través
de su desempefio y capacidad de navegacion en el laberinto de Barnes; se estima que la
mejora en el rendimiento para ubicar una caja de escape a estimulos aversivos, a lo largo de
sucesivas sesiones de entrenamiento, permite valorar procesos aprendizaje y memoria

espacial en roedores (179).
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Estudios previos mostraron que ratones MeCP2 MUT (>20 semanas de edad)
muestran déficits de aprendizaje y memoria en 3 paradigmas de comportamiento
dependientes de hipocampo (laberinto de agua Morris, test de condicionamiento contextual
del miedo y memoria social a largo plazo) (202,207). Nuestros resultados indican que ratones
MUT de 12 semanas del modelo MeCP2, no evidenciaron defectos en el proceso de
aprendizaje espacial medido con el laberinto de Barnes; sin embargo, manifestaron una falla
marcada en la retencion de la informacién adquirida evaluada por el mismo test (Figuras 28,
29y 30).

Aunque no se ha demostrado que la memoria per se esté alterada en pacientes,
anormalidades cognitivas estdn presentes en individuos con mutaciones en MeCP2,
apoyando el concepto que los resultados obtenidos con el modelo animal MeCP2-308
representarian un correlato de retraso mental en RTT (202). Con estos estudios proponemos
sentar las bases para establecer un modelo que nos permita evaluar el efecto de la
manipulacién de vias especificas involucradas en guiado axonal, sinaptogénesis, maduracién
en un circuito especifico y correlacionarlo con cambios en la memoria espacial.

En este estudio no analizamos los componentes dendriticos de las células granulares
de GD. Sin embargo, en contraste con estudios histopatolégicos en pacientes con RTT
(208,209), los cerebros de ratones MeCP2-308 MUT sintomaticos, no mostraron una
disminucién de arborizaciones dendriticas en corteza frontal y tampoco reduccién en la
densidad de sinapsis o espinas dendriticas en el d&rea CA1 de hipocampo (207). Sin embargo,
estudios electrofisiologicos sugieren que existe una disfuncién sinaptica que precede a los
sintomas clinicos, manifestada como un aumento de transmision sindptica y disminucién de
LTD en las sinapsis colaterales de Schaffer en este modelo animal (202).

Alteraciones del refinamiento sindptico y axonal han sido implicados en la etiologia
de la enfermedades neurolégicas (88-90,210). No existen muchos tipos de sinapsis en el
cerebro donde el pruning se pueda medir facilmente, por ello proponemos que las MF
proporcionan un buen modelo y nos permiten hacer predicciones sobre los déficits de
pruning sindptico en otras partes del cerebro. Asimismo, las MF muestran plasticidad
fisiologica que estd implicada en el procesamiento de la informacion en el hipocampo (211).
El aprendizaje espacial y el enriquecimiento ambiental resultan en un aumento en el niimero,
tamafio y complejidad de las MF (183,212-214). Ademas, las MF presentan una dramatica
reorganizacion luego de la induccién de convulsiones (215,216). Si bien las vias moleculares
que subyacen a la remodelaciéon dependiente de actividad de las MF atn se deben
determinar, neurotrofinas como NGF y BDNF podrian jugar un papel en la remodelacién de
MF en el cerebro normal, ya que sus niveles se ven aumentados con la actividad

epileptogénica (217). Moléculas de guiado axonal incluyendo semaforinas, plexinas y
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neuropilinas, también pueden ayudar a reconfigurar MF después de cambios en los niveles
de actividad (63,99,218,219).

En base a la presente tesis, proponemos que existen defectos axonales y alteraciones
en la sefalizacion de neurotrofinas y moléculas de guiado que estarian implicados en los
defectos neurolégicos presentes en un modelo animal de Sindrome de RTT. Asimismo,
mostramos que en este modelo animal, hay una correlacién entre los eventos de plasticidad
estructural de MF y la respuesta de memoria espacial. Esto representa una herramienta
poderosa para la investigacion, ya que los cambios en un circuito neural relativamente simple
ahora pueden ser conectados a cambios en la memoria espacial definida a partir de un test
conductual en un modelo animal. Nuestros futuros estudios plantean comenzar a manipular
algunos de estos componentes moleculares en el contexto de la falta de MeCP2, para obtener
una mejor comprension de los factores que controlan la remodelacion dependiente de
actividad sindptica en el cerebro normal y en desérdenes de la conectividad como el

sindrome de RTT.

CONCLUSIONES FINALES

Ante defectos en MeCP2...

v' Ademas de las alteraciones dendriticas, en esta tesis se demostré que los axones
sufren defectos que pueden afectar la conectividad durante el neurodesarrollo y en

respuesta a actividad sindptica, alterando la plasticidad de los circuitos.

v' Se observé que en la neurogénesis hipocampal adulta se recapitulan defectos de
maduraciéon neuronal previamente descriptos en el neurodesarrollo postnatal
temprano. Estas alteraciones tendrian implicancias en el déficit de plasticidad

sindptica observado en el animal adulto.

v Se estableci6 un posible modelo estructura-funcién que correlaciona eventos de
plasticidad estructural de MF con el desempefio en test de memoria espacial, el cual
permitirfa testear el efecto de la manipulacion de distintos candidatos moleculares.
De acuerdo a nuestros resultados, las moléculas que podrian modular estos eventos

son: BDNF, Semas Clase 3 y receptores.
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