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Resumen

El sistema inmunolégico es un importante modulador del aprendizaje y la memoria. Interleucina
1-B (IL-1B) es una citocina pro-inflamatoria capaz de afectar numerosos procesos cognitivos. Se
ha descripto que IL-1B puede interferir especificamente memorias dependientes de hipocampo,
estructura cerebral que expresa una alta densidad de receptores para la esta citocina.
Tratamientos que elevan la concentracién de IL-1B a nivel central deterioran el proceso de
consolidacién de la memoria. Sin embargo, no se conoce el efecto de IL-1B sobre la
reconsolidacion de la memoria. Por otra parte, las melanocortinas son consideradas como
importantes neuromoduladores de los efectos de las citocinas. Principalmente la hormona alfa-
melanocito estimulante (a-MSH) ejerce potentes acciones anti-inflamatorias, a través de la
activacién de receptores melanocortinérgicos (MC1-MC5). Los receptores MC3 y MC4 se
expresan predominantemente en SNC y en particular, presentan alta densidad en hipocampo.
Numerosas evidencias demuestran que a-MSH puede inhibir tanto la expresidon como los efectos
de las citocinas pro-inflamatorias en sistema nervioso central. Por consiguiente, el objetivo de
este trabajo de tesis fue evaluar el efecto de IL-1B sobre la reconsolidacién de una memoria de
miedo contextual asi como el posible rol modulador de a-MSH. Los resultados presentados
demuestran que IL-1f interfiere especificamente el proceso de reconsolidaciéon de una memoria
de miedo contextual actuando sobre el influjo de calcio y la liberacién de glutamato. Ademas, la
citocina genera una disminucion en la fosforilacién de ERK2 y la expresiéon de zif268, asi como en
la fosforilacién, expresion en superficie y expresion total de la subunidad GIluAl del receptor
AMPA durante la reconsolidacién de la memoria. Los efectos observados pueden ser
consecuencia de la activacién del receptor para IL-1pB tipo | (IL-1RI) pre-sinaptico, sin embargo no
es posible descartar la participacién de IL-1RI a nivel post-sindptico. Por otra parte, a-MSH actua
a nivel pre-sinaptico a través del receptor MC3 revirtiendo el efecto de IL-1B sobre la
reconsolidacion de la memoria a través de un mecanismo que involucra cambios en el influjo de
calcio y en consecuencia la liberacidn de glutamato. Ademas, a-MSH actua a nivel post-sindptico
posiblemente mediante la activacidén del receptor MC4 revirtiendo la activacion de ERK vy
disminucion de zif268, y los efectos sobre la subunidad GluAl del receptor AMPA.
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Abstract

The immune system is an important modulator of learning, memory and neural plasticity.
Interleukin 1B (IL-1B), a pro-inflammatory cytokine, significantly affects several cognitive
processes. Treatments which raise the level of IL-1B in the brain impair memory consolidation
in contextual fear conditioning. However, the effect of IL-1B on memory reconsolidation has
not yet been established. The melanocortin a-melanocyte- stimulating hormone (a-MSH) exerts
potent anti-inflammatory actions by antagonizing the effect of proinflammatory cytokines. Five
subtypes of melanocortin receptors (MC1R—MC5R) have been identified, of which MC3R and
MCA4R are predominant in the central nervous system. The present thesis show that the
injection of IL-1B (5 ng/0.25ul) in dorsal hippocampus up to 60 min after re-exposition to the
context decreases freezing during the contextual fear test. Impairment of memory
reconsolidation was reversed by treatment with a-MSH (0.05ug/0.25ul).

The mechanisms underlying the effect of IL-1B8 on memory reconsolidation have not yet been
established. Therefore, we examined the effect of IL-1B on glutamate release, ERK
phosphorylation and the activation of the transcription factor zinc finger-268 (zif268),
phosphorylation of the GIuA1 subunit of AMPA glutamatergic receptor at Serine 831 and 845,
and also total and surface expression of GIluA1 AMPA during reconsolidation. Our results
demonstrated that IL-1B induced a significant decrease of glutamate release after reactivation
of the fear memory. Examination of the cytosolic Ca%* revealed that the inhibition of glutamate
release could be attributed to a reduction in voltage-dependent Ca?* influx. IL-1B also reduced
ERK phosphorylation and zif268 expression in the hippocampus. Moreover, western blot
analysis demonstrated that IL-1f3 reduced the phosphorylation of GluA1 AMPA subunit at
Serine 845 and 831. Besides, the cytokine reduced total and Surface expression of GluA1 AMPA.
Central administration of a-MSH prevented the decrease in glutamate release, calcium influx,
ERK phosphorylation, zif268 expression and over the phosphorylation, total and surface
expression of GIuA1 AMPA subunit induced by IL-1p.

Our results establish possible mechanisms involved in the detrimental effect of IL-1B on
memory reconsolidation and also indicate that a-MSH may exert a beneficial modulatory role in
preventing IL-1B effects.
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I- Aprendizaje y memoria

Las memorias relacionadas a individuos, lugares, experiencias y emociones son extremadamente
importantes para la sobrevida, bienestar y adaptacidon de organismos complejos (Tronson y
Taylor, 2007). Se puede definir al aprendizaje como el proceso de adquisicion de la informacidn
y a la memoria como la representacion interna de un evento o experiencia (sensorial, emocional,

conductual) que perdura en el tiempo y puede ser evocada (Maldonado, 2008).

Se distinguen basicamente dos tipos de aprendizaje: el asociativo y el no asociativo. El
aprendizaje no asociativo consiste en un cambio en la conducta debido a la presencia de un
estimulo, sin ser asociado a ningun otro. En cambio, aprendizajes que promueven la asociacion
entre estimulo y respuesta o entre dos estimulos, son conocidos como asociativos (Quillfeldt,
2006) y constituyen el principio basico del condicionamiento. El condicionamiento clasico o
pavloviano (en honor a su creador Ivan Pavlov) es uno de los mas empleados en el estudio de la
memoria. En este tipo de condicionamiento se establece la asociacidn entre un estimulo
inicialmente neutro con un evento biolégicamente relevante para el individuo (estimulo
incondicionado, El). El El puede ser aversivo o apetitivo. Como resultado del aprendizaje, el
estimulo neutro adquiere un significado emocional convirtiéndose en un estimulo condicionado

(EC) que predice la ocurrencia del estimulo incondicionado y produce respuestas condicionadas.

El condicionamiento de miedo contextual es un paradigma ampliamente utilizado para el estudio
de los mecanismos neurobioldgicos implicados en el aprendizaje y la memoria emocional.
Consiste en establecer la asociacién entre un EC (contexto novedoso) y un El (shock eléctrico)
generando respuestas condicionadas similares a las respuestas innatas de miedo (Blanchard y
Blanchard, 1989; Wilensky et al., 2000). En la formaciéon de dicha memoria intervienen la
amigdala (Dalgleish, 2004) y el hipocampo (Besnard et al., 2013). El hipocampo participa en el
procesamiento de la informacion espacial del entorno, es decir la integracién de multiples claves
para generar una representacion unificada del contexto (Holland y Bouton, 1999; Rudy y O’Reilly,
2001). La amigdala es una estructura fundamental en vincular estimulos externos y respuestas

de defensa (Ledoux, 2002) y participa en el procesamiento de las emociones (LeDoux, 2000). En
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el condicionamiento de miedo contextual, el hipocampo elabora una representacidn contextual
(Phillips y LeDoux, 1992) y transmite esa informacién a la amigdala donde tiene lugar la
convergencia de estimulos (Romanski et al., 1993) y se genera la respuesta de miedo (LeDoux,

2000).

Existen diversos tipos de memorias. Desde el punto de vista bioldgico podemos distinguir a la
memoria declarativa o explicita de la no declarativa, implicita o de procedimientos. La memoria
declarativa implica la recuperacién consciente de la informacién relacionada a personas, cosas,
eventos, lugares y experiencias; comprende, a su vez a la memoria semantica y a la episddica o
autobiografica (Tulving, 1972). La memoria de procedimientos o implicita involucra la evocacion
inconsciente de informacidn para llevar a cabo tareas, como habilidades motoras (Lynch et al.,
2004; Squire y Zola, 1996). Ambos tipos de memorias dependen de la integridad de diferentes
estructuras cerebrales. El I6bulo temporal medial ha sido reconocido como una region cerebral
esencial en la formacion de memorias declarativas en humanos (Squire, 1992) y su equivalente
en roedores, la memoria espacial o contextual (Eichenbaum, 2000; Wallenstein et al., 1998). Esta
region comprende la formacién hipocampal, el complejo amigdalino y areas corticales
adyacentes (cortezas parahipocampal, entorrinal y perirrinal) (Scoville y Milner, 1957; Squire y
Zola, 1996; Squire y Zola-Morgan, 1991). La formacién hipocampal incluye hipocampo, subiculum

y corteza entorrinal.

- Hipocampo

El hipocampo ha sido implicado en la formacién de memorias visuales y espaciales (Smith y
Milner, 1981) asi como memorias episddicas (Burgess et al., 2002; Cohen, 2001) en humanos. En
ratas y otros animales, el hipocampo es esencial en la formacién de memorias espaciales y

contextuales (Burgess et al., 2002).

El hipocampo es una estructura cerebral que se encuentra ubicada en la porcién medial del I6bulo
temporal y esta conformado por dos capas celulares. Una capa esta formada por los cuerpos de

las células piramidales agrupados de forma densa en la estructura denominada Cornus Ammonis
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(CA) y dividida en tres regiones principales CA1, CA2 y CA3 (Bear, 2001; Lombroso, 2009). La otra
capa corresponde al giro dentado (GD), una banda de sustancia gris conformada por tres
estratos: molecular, granular y polimérfico. El estrato granular es la mas prominente y contiene

células granulares, las principales neuronas excitatorias del giro dentado (Treves et al., 2008).

El circuito neuronal del hipocampo consiste de tres vias glutamatérgicas excitatorias principales
(Fig.1). La primera es la via perforante, que conduce informacidn proveniente de areas corticales
y subcorticales a GD desde la corteza entorrinal. La segunda via involucra a las células granulares
de GD que proyectan a células piramidales de CA3 a través de las fibras musgosas. La ultima via
conecta a neuronas de CA3 con células piramidales de CA1 a través de las colaterales de Schaffer
(Neves et al., 2008). Finalmente, la informacién proveniente de neuronas de CAl retorna a

estructuras corticales y subcorticales (Purves et al., 2012).

! Hipocampo

‘ Colaterales de Schaffer

Giro dentado

' Fibras comisurales/

\ . Via perforante
. ! de asociacion
» 1

(desde corteza

Fibras musgosas entorrinal)

1
1
1

\
N
v

Figura 1. Estructura basica de hipocampo. Esquema de una seccion de hipocampo de
roedor que muestras los tres principales circuitos excitatorios. Figura adaptada de
Neves et al., 2008.
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Plasticidad sinaptica y potenciacion a largo plazo

La plasticidad sindptica es una propiedad del sistema nervioso central (SNC) y se refiere a su
capacidad de producir cambios funcionalmente relevantes en los circuitos sindpticos en
respuesta a un estimulo (Benfenati, 2007). La formacion de la memoria depende de la eficiencia
de los cambios sinapticos que permitan mejorar la comunicacidn entre neuronas; en efecto, la
plasticidad sindptica es tanto necesaria como suficiente para permitir el almacenamiento de la
informacién (Lynch et al., 2004). La potenciacion a largo plazo (LTP) es una forma de plasticidad
sindptica y el modelo celular mds ampliamente empleado para el estudio de la formacién de la
memoria (Cooke y Bliss, 2006).

El evento critico en la induccién de la LTP es la liberacién de glutamato y el consecuente influjo
de Ca?* (Ca?*) que resulta de la estimulacidn de los receptores glutamatérgicos NMDA (N-metil-
D-aspartato) (Lynch et al., 1983; Malenka et al., 1988). El incremento de Ca?* a nivel post-
sindptico activa proteinas quinasas, como la proteina calcio calmodulina quinasa (CaMKIlI).
CaMKIl junto a otras proteinas quinasas como proteina quinasa A (PKA) y la proteina quinasa
activadas por sefales extracelulares (ERK1/2) participan en la activacion de factores de
transcripcién como la proteina de unién al elemento que responde a AMPc (CREB), la proteina B
de unioén al promotor CCAAT (C/EBPB) y la proteina con dominio para ETS (ELK1) (Alberini, 2009;
Lynch etal., 2004). Los factores de transcripcién inducen un incremento en la sintesis de
proteinas, como el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), responsables de aumentar
el numero y trafico de receptores, y los niveles de proteinas de andamiaje y del citoesqueleto
(Derkach et al., 2007; Meis et al., 2012). En conjunto, estos cambios permiten la expresién en
superficie, difusiéon lateral y estabilizacidon de los receptores glutamatérgicos acido a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico (AMPA) (Derkach et al., 2007) necesarios para generar los

cambios estructurales en el tipo y nimero de espinas (Shepherd y Huganir, 2007).
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- Etapas de procesamiento y almacenamiento de la informacion

El proceso de formacidn y almacenamiento de la informacion es complejo y altamente dindmico.
En el procesamiento de la informacidn intervienen diferentes etapas, tales como adquisicion,

consolidacién, evocacion, reconsolidacion o extincion de la memoria.

Evento o

Experiencia L.
Extincion

Adquisicion Consolidacién }> Evocaci6n
(Aorendizaie)

[ Reconsolidacion ]

Figura 2. Etapas de procesamiento y almacenamiento de informacion.

La adquisicion es el proceso mediante el cual se incorpora nueva informacién. El almacenamiento
de lainformacion adquirida requiere que la traza de memoria inicialmente 1abil pase a una forma
mas estable mediante el proceso de consolidacidon (Abel y Lattal, 2001). La consolidacién se
define como un proceso activo dependiente de la sintesis de proteinas, limitado temporalmente,
durante el cual ocurren cambios bioquimicos y estructurales para lograr el almacenamiento de
la memoria (Nader et al., 2000; Wang et al., 2006; Wiltgen y Tanaka, 2013). La evocacién de la
informacidn se refiere al recuerdo consciente o inconsciente de la experiencia aprendida, puede
ser capaz de inducir una nueva etapa de labilizacion (desestabilizacion) de la memoria. La
evocacion puede inducir el proceso de reconsolidacién, con el fin de estabilizar la memoria
después del recuerdo (re-estabilizacion). El proceso de reconsolidacion es un proceso activo, que
tiene lugar dentro de una ventana temporal y también conduce a cambios bioquimicos y
estructurales. Si bien se asemeja a la consolidacion de la memoria, se diferencia en los sustratos

bioguimicos, areas anatdomicas involucradas y/o conexiones entre dreas cerebrales (Barnes et al.,
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2012; Lee et al., 2004; McKenzie y Eichenbaum, 2011). El proceso de reconsolidacion permite
actualizar la memoria luego del recuerdo, pudiendo inclusive modificarla (a través del
fortalecimiento o deterioro). La evocacion también puede inducir otro proceso denominado
extincion. La extincidon es un nuevo aprendizaje que suprime la respuesta inducida por la

memoria original sin eliminarla (Abel y Lattal, 2001; Myers y Davis, 2002).

- Reconsolidacion

La observacion de que una memoria luego de ser reactivada es susceptible a la disrupcién, incluso
después de finalizada la ventana temporal de la consolidacién, permitid dejar de lado las
corrientes de pensamiento que apoyaban la idea de una memoria estable, permanente e
invariable en el tiempo (Lewis et al., 1968; Przybyslawski y Sara, 1997). A esta observacion, se
sumaron numerosas evidencias conductuales y moleculares que ayudaron a establecer el
concepto de reconsolidacion de la memoria (Debiec et al., 2002; Dudai, 2006, 2004; Nader et al.,
2000). El proceso de reconsolidacion de la memoria ha sido ligado al mantenimiento,
fortalecimiento o modificacion de las memorias. El estudio de este proceso podria llegar a tener
importantes aplicaciones en el tratamiento de numerosos desérdenes mentales, incluyendo las
adicciones y desérdenes de ansiedad como el estrés post traumatico (Rubin y Franks, 1968;

Schwabe et al., 2014).

La reconsolidacion de la memoria ha sido observado en diferentes protocolos experimentales,
que incluyen vertebrados e invertebrados, aprendizajes simples y complejos, vy

condicionamientos de tipo apetitivo y aversivo (Dudai, 2006; Tronson y Taylor, 2007).

Para demostrar experimentalmente la reconsolidacién, o el rol de una molécula en particular en
la reconsolidacidn, primero la memoria debe consolidarse, luego reactivarse (por medio de la re-
exposicién a la informacion adquirida durante el aprendizaje) de forma simultdnea con algun tipo
de manipulacién. Por ultimo, podria observarse la modificacidon de la memoria (Tronson y Taylor,

2007). Resulta importante destacar que la reactivacién de la memoria debe ser capaz de iniciar

15



Ivana Noelia Machado Introduccion

la evocacidn-labilizacidn para que se pueda hablar de reconsolidacién de la memoria (Sevenster
et al., 2012). La reconsolidacion de la memoria depende de factores limitantes como la edad de
la memoria, el tiempo que transcurre desde el aprendizaje inicial (Eisenberg y Dudai, 2004;
Frankland et al., 2006; Milekic y Alberini, 2002); fuerza de la memoria (intensidad del
aprendizaje) (Eisenberg y Dudai, 2004; Suzuki et al., 2004); y duracién de la reactivaciéon de la
memoria (Bustos et al., 2009; Pedreira y Maldonado, 2003; Tronson y Taylor, 2007). Memorias
remotas o antiguas y entrenamientos de mayor intensidad generan memorias mas estables y
menos susceptibles a la labilizacién-reconsolidacidon inclusive empleando sesiones de
reactivacion prolongadas. Existe otro factor a tener en cuenta para que ocurra la reconsolidacion
de la memoria: la incorporacion de nueva informacidon durante la reactivacidon de la memoria
(Forcato et al., 2010, 2009; Pedreira et al., 2004). La discrepancia entre lo que se espera (basado
en un aprendizaje previo) y lo que se experimenta (durante la reactivacidn) es lo que iniciaria el
proceso de reconsolidacién con el objetivo de incorporar nueva informacién (Pedreira et al.,
2004). Si la reactivacién por si misma fuera suficiente para labilizar una traza de memoria, la
memoria seria demasiado maleable. De modo que, incorporar nueva informacion durante la

reactivacion tendria un propdsito funcional y adaptativo (Sevenster et al., 2012).

-Mecanismos moleculares implicados en el proceso de reconsolidacion de la memoria

Numerosas evidencias indican que la transmision adrenérgica y glutamatérgica son
fundamentales en la sefalizacidn intracelular responsable del proceso de reconsolidacidn de la
memoria. Los receptores B-adrenérgicos (B-AR) se encuentran acoplados a proteina G y generan
un incremento en los niveles de AMPc/PKA. El bloqueo de los receptores B-AR afecta la
reconsolidacion de memorias contextuales y auditivas de miedo, espaciales y de adiccién a
drogas (Bernardi et al., 2006; Debiec et al., 2004; Murchison et al., 2004; Roullet y Sara)
Glutamato es el neurotransmisor excitatorio mds abundante del SNC y ha sido ampliamente
ligado a procesos plasticos. La senalizacion glutamatérgica a través de los receptores NMDA vy

AMPA es necesaria para la evocacion y reconsolidacion de la memoria (Pedreira et al., 2002;
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Suzuki et al., 2004). NMDA (N-metil-D-aspartato) es un receptor ionotrépico para glutamato,
existe como tetrdmero conformado por dos subunidades GIuN1 y dos subunidades GIuN2. GIuN2
presenta cuatro tipos diferentes de unidades (GIuN2A-D), de las cuales GIuN2A y GIuN2B han
sido las mas estudiadas (Ivanov et al., 2006; Kim et al., 2005; Zhang et al., 2008). Se ha observado
gue el tratamiento con antagonistas NMDA (MK-801, CPP y APV) afecta la reconsolidacién de
memorias de miedo contextuales, olfativas, espaciales y de adicciéon a drogas (Barreiro et al.,
2013; Milton y Everitt, 2010; Przybyslawski y Sara, 1997; Suzuki et al., 2004; Torras-Garcia et al.,
2005). Por otro lado, el tratamiento con D-cicloserina (DCS) un agonista parcial NMDA potencia
la reconsolidacion de una memoria de miedo (Lee et al., 2006). La activacién de NMDA produce
un incremento en los niveles de calcio intracelular (Martin et al., 2000) que conducen a la
activacidon de numerosas proteinas, algunas de las cuales cumplen un rol importante en el trafico
de los receptores AMPA. El trafico de receptores AMPA es uno de los mecanismos que contribuye
a la plasticidad sindptica; involucra la insercion del receptor en la membrana post-sindptica y su
internalizaciéon (Malinow y Malenka, 2002). AMPA también es un receptor ionotrépico para
glutamato, presenta estructura tetramérica y se compone de las subunidades GIuA1-GluA4. Las
principales conformaciones del receptor AMPA (AMPAR) en hipocampo incluyen heterémeros
de GluA1/2 y GluA2/3, asi como homdmeros GluAl (Lu et al., 2009). Ha sido demostrado que la
fosforilacién de las subunidades del receptor AMPA en los extremos carboxilo terminales (C-
terminales) tiene un rol esencial en el trafico del receptor hacia la membrana post-sinaptica
(Shepherd y Huganir, 2007). En particular, ha sido estudiado el trafico de los receptores AMPA
como mecanismo fundamental en el remodelado sindptico dentro del proceso de
reconsolidacion de la memoria (Rao-ruiz et al., 2011). El trafico de receptores se acompafia de
cambios estructurales en el tipo y nimero de espinas dendriticas. Para que tengan lugar estas
modificaciones morfoldgicas se requiere la sintesis proteica ligada al incremento en los factores
de transcripcién. Entre los factores de transcripcién involucrados en la reconsolidacién de la
memoria se encuentran CREB, elkl y zif268 (Kida et al., 2002; Lee et al., 2004; Miller y Marshall,
2005). El factor de transcripcion dedos de zinc también denominado zif268, krox24 o egr-1
proviene del gen de expresién temprana ZIF268, y su expresidn se encuentra ligada a procesos

plasticos, tales como la reconsolidacién de la memoria. Numerosas publicaciones describen la
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importancia de este factor en la reconsolidacion de memorias de reconocimiento de objetos
(Bozon et al., 2003), de miedo contextual (Hall et al., 2001; Lee et al., 2004) y auditivo (Thomas

et al., 2002) entre los paradigmas mas estudiados.

Las proteinas quinasas son enzimas responsables de fosforilar a los factores de transcripcién. En
la reconsolidacion de la memoria se destacan ERK1/2 y PKA. Las proteinas ERK1/2 forman parte
de la familia de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK). ERK cataliza la fosforilacion
de diversos factores de transcripcién y para ello requiere ser translocada al ntcleo. Debido a su
rol en la transcripcidon génica ha sido ampliamente estudiada y ligada a eventos pldsticos como la
reconsolidacion de memorias contextuales de miedo (Chen et al., 2005) entre otras memorias
(Duvarci et al., 2005; Kelly et al., 2003; Valjent et al., 2006). La proteina quinasa activada por
AMPc o PKA ejerce su accidén en procesos pldsticos de diversas maneras (Kandel, 2012; Schafe
et al., 2000). En el proceso de reconsolidaciéon, PKA interviene en la activacion del factor CREB de
manera directa o indirecta (a través de ERK) regulando de esta manera la sintesis de nuevas
proteinas; ademas cumple un rol esencial en el trafico de receptores AMPA (Esteban et al., 2003;

Tronson et al., 2006).
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Figura 3. Mecanismos moleculares involucrados en la reconsolidacion de la memoria.
Abreviaturas: VGCC, canales de calcio voltaje dependientes; Ca*?, calcio; NMDAR, receptor NMDA;
AMPAR, receptor AMPA; AMPc, adenosin monofosfato ciclico; PKA, proteina quinasa A; PKC,
proteina quinasa C; CAMKII, proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina Il; Ras y Rap
GTPasas de pequefio tamafio; MEK, quinasa regulada por sefiales extracelulares; CREB, proteina de
unién al elemento que responde a AMPc; zif268, factor de transcripcion dedos de zinc. Figura
adaptada de Caruso et al., 2014.
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- Modulacién inmunoldgica de los procesos de memoria

El sistema inmunoldgico (SI) es una organizacion de células y moléculas con roles especializados
en la defensa del organismo. Durante un proceso infeccioso, células del Sl se activan y responden
con la liberacién de mediadores inflamatorios. Los principales factores reguladores de la
respuesta inmune son las citocinas, proteinas con actividad anti-inflamatoria o pro-inflamatoria,
gue cumplen un rol crucial en la comunicacidn entre el Sl y el SNC. Las citocinas liberadas en la
circulacién sistémica pueden actuar sobre el SNC a través de una via neural, que no requiere el
pasaje de las mismas a través de la barrera hemato-encefélica (BHE), mediante la estimulacién
de fibras aferentes periféricas como el nervio vago (Dantzer et al., 2008; Romeo et al., 2001).
Ademas, las citocinas pueden atravesar la BHE por transportadores especiales (Banks et al., 1991)
o ingresar al SNC por los érganos circunventriculares, carentes de barrera. Algunos procesos
inflamatorios pueden ocasionar perdida de la integridad de la BHE y permitir el ingreso de las
citocinas (Turnbull y Rivier, 1999). Por otra parte, las citocinas también pueden ser sintetizadas
en el SNC, por neuronas y células de la glia (Borovikova et al., 2000). Si bien la expresidon
constitutiva es baja, puede aumentar en respuesta a infeccién, trauma y diversas enfermedades

(Ross et al., 2003).

El SI es capaz de modular numerosas funciones del sistema nervioso. Entre ellas se encuentran
los procesos cognitivos, como el aprendizaje y la memoria. En condiciones fisioldgicas,
mediadores de la respuesta inmune regulan positivamente el remodelado de circuitos
neuronales promoviendo la LTP en hipocampo (Balschun et al., 2003; Schneider et al., 1998) y el
proceso de consolidacion de la memoria (Gibertini, 1998; Goshen et al., 2007; Song et al., 2003).
Estos efectos del Sl son mediados por interacciones complejas entre células que participan en la
respuesta inmune en el SNC, células inmunes periféricas y células progenitoras neurales. De esas
interacciones resulta la liberacion de neurotransmisores, hormonas, bajos niveles (niveles
basales) de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNFa, al igual que otros mediadores
como prostaglandinas y neurotrofinas (Goshen y Yirmiya, 2007). Por otro lado, en condiciones en

qgue el Sl se encuentra fuertemente activado por infeccidén o injuria, asi como por condiciones
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estresantes crénicas o severas, las células de la glia cambian su morfologia y funcionamiento
secretando niveles elevados de citocinas pro-inflamatorias y prostaglandinas. En estas
condiciones tiene lugar la denominada conducta de enfermedad o “sickness behavior” (Dantzer
etal., 1999). La conducta de enfermedad es un mecanismo inducido por citocinas pro-
inflamatorias (IL-1a, IL-1B, TNF-a e IL-6) y caracterizada por cambios metabdlicos,
neuroendocrinos y comportamentales, tales como anhedonia, anorexia, somnolencia, depresién
de la actividad locomotora, disminucidn de la interaccidn social y sexual, asi como deterioro de
funciones cognitivas como aprendizaje y memoria (Dantzer y Kelley, 2007; Dantzer et al., 2008).
Este proceso es el resultado de un estado motivacional tendiente a reorganizar las prioridades

del organismo para enfrentar la infeccién (Dantzer et al., 1999).

En humanos, enfermedades infecciosas agudas y cronicas (Abu Faddan et al., 2015; Selnes et al.,
2003; Shapira-Lichter et al., 2008), depresion (Young et al., 2014), demencia (Stefaniak y O’Brien,
2015) y enfermedades neurodegenerativas (Cacquevel et al., 2004; Nagatsu y Sawada, 2005)
presentan niveles elevados de citocinas en SNC y se asocian con una variedad de déficits
cognitivos. Por esta razén, han sido empleados modelos de inflamacidn en animales para evaluar
el rol del Sl en el déficit de la memoria. Numerosos trabajos se han concentrado en el estudio de
una citocina en particular, IL-1B, por tratarse de la citocina pro-inflamatoria prototipica ademas
de haber sido correlacionada de manera directa con los déficits cognitivos observados en la vejez,
la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y demencia asociada al sindrome de

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Plata-Salaman y Turrin, 1999; Tyor et al., 1992).

- Vias de seiializacion de IL-1f en el sistema nervioso central

La familia de IL-1 produce distintos efectos a nivel central. Las citocinas IL-1 median las respuestas
defensivas ante una enfermedad sistémica, injuria, asi como neuroinflamacién y muerte celular
en condiciones neurodegenerativas (Thornton etal.,, 2006). Han sido implicadas en
enfermedades degenerativas cronicas, en particular, Esclerosis Multiple, Enfermedad de

Parkinson y de Alzheimer. En el SNC, son producidas en poblaciones celulares particulares como
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neuronas piramidales de hipocampo (Ericsson et al., 1995), células endoteliales, y células de la
glia (Blasi et al., 1999; Dinarello, 1996; Zhang et al., 1998) particularmente después de una injuria
(Friedman, 2001).

La familia de IL-1 comprende once elementos (Dinarello, 2009; Garlanda et al., 2013). Entre los
ligandos se destacan tres de naturaleza glicoproteica: IL-1a, IL-1B y el antagonista del receptor
de IL-1 (IL-1ra). Los tres ligandos se forman como precursores, de los cuales pro-IL-1a y pro-IL-
1lra son biolégicamente activos, mientras que pro-IL-1B requiere ser clivado por la enzima
caspasa 1 o enzima convertidora de IL-1 para ser activo (Thornberry et al.,, 1992). IL-1B, a
menudo referida como la citoquina pro-inflamatoria tipica de la familia, es la principal forma
secretada (Rothwell y Luheshi, 1994) mientras que IL-1a permanece esencialmente unida a la
membrana celular (Schobitz et al., 1994). No obstante, IL-1a e IL-1 ejercen efectos bioldgicos
idénticos mientras que el IL-1ra es un antagonista altamente selectivo y competitivo que funciona
como un inhibidor enddgeno de las acciones de IL-1 (Eisenberg et al., 1990; Hannum et al., 1990).
Los tres ligandos se unen a dos tipos de receptores de IL-1 denominados tipo | (IL-1Rl) y tipo Il
(IL-1RII). Estos receptores son glicoproteinas que presentan tipicamente dominios extracelulares
del tipo de las inmunoglobulinas y un dominio Toll citoplasmatico que es critico para la activacién
de las vias de sefalizacion intracelulares. Los agonistas, IL-1a e IL-1B, producen sus efectos
biolégicos mediante la unién al receptor IL-1RI (Friedman, 2001; O’Neill y Dinarello, 2000), el cual
requiere de la asociacién con una proteina accesoria (AcP) para la transduccién de la sefial (Sims,
2002). Recientemente, se identificé una isoforma de la AcP denominada AcPb que se expresa
exclusivamente en SNC (Smith et al., 2009).

La via clasica de sefializacién de IL-1B involucra la activacidn de IL-1RI-AcP y reclutamiento de la
proteina adaptadora MyD88 por el dominio intracelular del receptor. A su vez, quinasas serina-
treonina asociadas a IL-1RI (IRAK | y Il) se asocian a AcP y llevan a la activacién de proteinas como
TRAF6 (Cao et al., 1996). La cascada de eventos que resulta de la activacion IL-R1-AcP involucra
proteinas de sefializacion como las quinasas activadas por mitégenos (MAPK): c-Jun N-terminal
(JNK), p38 y ERK1/2 0 p42/p44 (Dunne y O’Neill, 2003). Ademas se estimula la translocacién al
nucleo del factor nuclear kB (NF-kB) a través de la fosforilacion y la degradacion de su inhibidor,

IkB. La expresiéon de factores de transcripcion como NF-kB (subunidades p65 y p50) y AP-1
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controlan la expresién de mediadores inflamatorios. Por otro lado, la unién de IL-1ra al IL-1Rl
impide la asociacion con la AcP blogueando de esta forma la activacion del receptor (Greenfeder
et al., 1995). La unién de ligandos al receptor IL-1RIl funciona como un mecanismo de regulacion

negativa (Sims y Smith, 2010).

[ NF-kB/IkB ] [ERKI/Z p38 JNK

Trascrlpcmn genlca /

Nicleo

Figura 4. Vias de senalizacién activadas por IL-1B a través del receptor IL-1RI.
Abreviaturas: AcP, proteina accesoria del IL-1RI; IRAK, quinasa asociada al IL-1RI; TRAF6, factor
6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral; IKK, quinasa de I-kB; NF-kB, factor
nuclear- kB; MAPK, proteina quinasa activada por mitégenos; ERK1/2, quinasa regulada por
sefiales extracelulares; JNK, quinasa amino terminal c-jun. Figura adaptada de Rothwell y
Luheshi (Rothwell y Luheshi, 2000).

Las vias de sefalizacion de IL-1B a nivel central difieren en neuronas y células gliales (Friedman,
2001; Srinivasan et al., 2004). Entre las vias mejor caracterizadas se encuentran la activacion de
MAPK p38 y NF-kB en astrocitos hipocampales (Huang et al., 2011). NF-kB se expresa de forma
constitutiva en algunas poblaciones neuronales, incluyendo neuronas de hipocampo
(Kaltschmidt y Kaltschmidt, 2009). Sin embargo, no se observa activacion de NF-kB en respuesta
al tratamiento con IL-1B en neuronas hipocampales que expresan el receptor IL-R1 (Srinivasan

et al., 2004). Por otro lado, la activacién de MAPK p38 por IL-1 conduce a la activacion del factor
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CREB en neuronas hipocampales (Shaywitz y Greenberg, 1999). CREB es un factor involucrado en
regular la expresidn de genes durante la LTP y otros procesos de memoria en hipocampo (Frank

y Greenberg, 1994; Segal y Murphy, 1998).

- Efecto de IL-1B sobre procesos de memoria

El rol de IL-1B en procesos de memoria ha sido ampliamente estudiado. Dependiendo de las
concentraciones de IL-1B a nivel central podemos hablar de un efecto negativo sobre procesos
de aprendizaje y memoria, o de un requerimiento esencial para el normal funcionamiento de la

memoria (Goshen y Yirmiya, 2007).

Numerosos estudios han demostrado el rol de IL-1B en la formacién de memorias dependientes
de hipocampo (Goshen y Yirmiya, 2007). En condiciones fisioldgicas tanto la LTP (Avital et al.,
2003; del Rey etal., 2013) como el condicionamiento de miedo contextual inducen un
incremento en la expresién de IL-1B (Goshen et al., 2007). El tratamiento con antagonistas del
receptor IL-1RI afecta la induccién y el mantenimiento de la LTP (Schneider et al., 1998), asi como
la consolidacién de memorias contextuales de miedo, memorias espaciales y memorias de
evitacion inhibitoria (Depino et al., 2004; Ross et al., 2003). Recientemente, el trabajo de Barnes
et. al. (Barnes et al.,, 2012) comprobd, mediante la administracién de un antagonista que el
receptor para IL-1 media la sefalizacidn necesaria para el proceso de reconsolidacién de la
memoria en hipocampo, especificamente en memorias de miedo contextual. Estos antecedentes
indican que IL-1 cumple un rol esencial en los procesos de aprendizaje y memoria dependientes

de hipocampo en condiciones fisioldgicas.

Por el contrario, concentraciones elevadas de IL-1p deterioran la memoria. IL-1B inhibe la LTP en
CA1, CA3y GD, y el tratamiento con IL-1Ra atenua el efecto inhibitorio de la citocina sobre este
proceso (Cunningham et al., 1996; Lynch, 1998). La administracién sistémica o central de la
citocina es capaz de deteriorar memorias dependientes de hipocampo (Oitzl et al., 1993) tales
como memorias espaciales y contextuales (Gibertini, 1998; Pugh et al., 1999). La administracion

intracerebroventricular (i.c.v.) o en hipocampo de IL-1B produce un deterioro de la consolidacién
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de una memoria de miedo contextual (Barrientos et al., 2004; Gonzalez et al., 2009). Sin
embargo, el tratamiento con IL-1P no afecta memorias independientes de hipocampo (Brennan
et al., 2004; QOitzl et al., 1993). Asi, la administracion i.c.v. de IL-1B no afecta el condicionamiento
de miedo asociado a claves auditivas (Pugh et al., 2001, 1999). Barrientos et al. (Barrientos et al.,
2002) realizé una modificacion del condicionamiento de miedo contextual clasico con el fin de
disociar el efecto de la citocina. En el paradigma empleado, un dia antes del entrenamiento se
realizd una breve pre-exposicidn al contexto con el fin de facilitar la representacién contextual,
dependiente de hipocampo y evaluar el efecto de IL-1B sobre dicha representacion. La
administracion de IL-1B en hipocampo después de la pre-exposicion produjo una disminucién en
la respuesta de congelamiento durante el test. Este resultado sugiere que el efecto de IL-1f3 sobre
el condicionamiento de miedo contextual es causado por una interferencia en la formacién de la

representacion del contexto en el hipocampo (Goshen y Yirmiya, 2007).

El efecto de IL-1B sobre otras etapas de la memoria ha sido menos estudiado. Se observé un
deterioro en el proceso de reconsolidacion de una memoria de miedo contextual luego de la
administracion periférica de LPS inmediatamente después de la reactivacién de la memoria. La
administracion de LPS genera un aumento en los niveles de IL-1B indicando que esta citocina

podria estar mediando dicho efecto (Kranjac et al., 2012).

Los antecedentes descriptos sugieren que la influencia de IL-1p sobre la memoria sigue el patrén
de U invertida, ya que niveles basales son necesarios para el aprendizaje y la memoria. Sin
embargo, cualquier desviacion del rango fisiolégico, ya sea por un incremento de IL-1B (desafio
inmune, fisico o psicoldgico) o bloqueo de la sefializacion de IL-1B resultan en un deterioro de la

memoria (Goshen y Yirmiya, 2007).

- Maecanismos involucrados en el efecto de IL-1p sobre la memoria

La liberacidon de glutamato es un mecanismo fundamental en los procesos de memoria. Se
observd que el tratamiento con IL-1B impide la LTP en hipocampo mediante la inhibicién de la
niveles de liberacién de glutamato inducidos por KCl (Kelly et al., 2003). Ademas, el efecto sobre

la LTP fue correlacionado con una reduccién en las corrientes de Ca**dependientes de voltaje
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(Cunningham et al., 1996; Plata-Salaman y Ffrench-Mullen, 1992). Adicionalmente, se demostro
qgue el efecto sobre la LTP se correlaciona con un incremento en la actividad de las proteinas
quinasas activadas por estrés p38 y JNK (Vereker et al.,, 2000; Kelly et al., 2003). La co-
administracion de IL-1B con un inhibidor de p38 (SB203580) atenua el deterioro observado sobre
la potenciacién a largo plazo y restablece los niveles de liberacién de glutamato inducidos por KCl
(Kelly et al., 2003).

IL-1B deteriora el proceso de consolidacién de una memoria de miedo contextual mediante la
inhibicidon de la liberacion de glutamato en sinaptosomas en hipocampo en forma dependiente
de MAPK p38. La administracién de SB203580 revierte el efecto de IL-1B sobre la respuesta de
miedo condicionado y sobre la liberacidn de glutamato (Gonzalez et al., 2013). Adicionalmente
los efectos de IL-13 sobre la memoria podrian estar mediados por una disminucidn de los niveles
de BDNF. Se observé que la administracién en hipocampo de IL-1 disminuye el incremento en
BDNF producido por el condicionamiento de miedo contextual (Barrientos et al., 2004; Gonzalez

et al.,, 2013).
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I1l- Melanocortinas

- Sistema melanocortinérgico

El sistema melanocortinérgico forma parte de un sistema modulador ancestral que fue detectado
de manera temprana en la evolucién, convertido en blanco de estudio debido a su participacion
en el metabolismo energético, en funciones anti-inflamatorias y modulacién de procesos
pldsticos. Este sistema ha sido detectado en hipotalamo, nucleo del tracto solitario, hipdfisis y en
la periferia incluyendo al SI, bazo, pulmones y sistema gastrointestinal (Wikberg et al., 2000).
Debido a su amplia distribucién, las melanocortinas son capaces de influenciar funciones
enddcrinas, autdnomas, comportamentales e inmunoldgicas (Bertolini et al., 2009). Este sistema
consta de péptidos melanocortinérgicos o melanocortinas (MCs): hormonas melanocito
estimulantes alfa, beta y gama (a-MSH, B-MSH y y-MSH) y la hormona adrenocorticotrdfica
(ACTH); una familia de cinco receptores transmembrana acoplados a proteina G y antagonistas
melanocortinérgicos endégenos: agouti y proteina relacionada al gen agouti (AgRP). El péptido
pro-opiomelanocortina (POMC) es el precursor de las MCs (Catania, 2010). Modificaciones post-
traduccionales de la POMC debidas a clivajes proteoliticos generan varios péptidos
biolédgicamente activos entre los que se encuentran las MCs, la hormona B-lipotropina (B-LPH) y
las B-endorfinas. La POMC genera los diferentes péptidos de manera especifica para cada tejido
y como resultado de la accién de dos enzimas proteoliticas: pro-convertasa 1y 2. a-MSH es un
péptido formado por 13 aminoacidos, contenidos dentro de la region N-terminal de ACTH. a-
MSH posee, ademas, una amidacién en el sitio carboxilo terminal(C-terminal) y una acetilaciéon
en el extremo amino terminal (N-terminal). Todas las MCs comparten una secuencia de cuatro
aminodcidos, His-Phe-Arg-Trp, ademas a-MSH, B-MSH y ACTH comparten un hexapéptido
formado por Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly, que esta relacionado a los efectos melanogénicos de

las MCs (Abdel-Malek, 2001).
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POMC
PC1
Pro-ACTH
PC1 1 3 L B-LPH
N-POC JP ACTH 3 I
PC2 4 2 y-LPH | | B-END
y-MSH ACTH CLIP ﬂ.
amidacion ﬂ ﬂ-MSH
acetilacién ﬂ
a-MSH

Figura 5. Esquema del procesamiento de la POMC. Imagen adaptada de Getting et al.,

2006. Abreviaturas: POMC, pro-opiomelanocortina; ACTH, hormona adrenocorticotrépica; B-
LPH, B-lipotropina; y-LPH, y-lipotropina; B-END, B-endorfina; a-MSH, B-MSH y y-MSH,
hormona melanocito estimulante a, B, y y; N-POC, péptido N terminal; CLIP, péptido del I6bulo

intermedio semejante a la corticotropina; JP, péptido de unién; CPE, carboxipeptidasa.

Los efectos de las MCs son mediados por la activacion de una familia de receptores
melanocortinérgicos (MCR). Se han identificado cinco receptores hasta el momento MC1-5R
(Wikberg et al., 2000). Cada receptor es el producto de un gen diferente y colectivamente
constituyen una familia de receptores con siete dominios transmembrana acoplados a proteina
G. Todos los MCR estan funcionalmente acoplados a adenilato ciclasa y sus efectos son mediados
por la activacion de la via de senalizacidon dependiente de AMPc. Cada receptor se diferencia del
resto debido a su distribucidn en el organismo y la diferente afinidad que presentan tanto para

las MCs como para los antagonistas (Abdel-Malek, 2001).

El receptor MC1 tiene gran afinidad por a-MSH y se expresa en una amplia gama de células como
las de la piel, inmunes, glia y endotelio (B6hm et al., 1999a, 1999b). La activacion del receptor
estd ligada a la melanogenesis o sintesis de melanina, regulacién de la fisiologia de la piel (Hunt
et al., 1994) asi como inmunomodulacién periférica durante la inflamacion (Getting, 2002). El
receptor MC2 tiene afinidad preferencial por ACTH y se expresa predominantemente en corteza
adrenal. La activacion del receptor resulta en la secrecion de esteroides adrenales con un rol
predominante en el estrés. El receptor MC3 responde con mayor afinidad a y-MSH y ACTH pero

también a a-MSH, se expresa en el SNC, principalmente en el hipotalamo, la corteza, el
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hipocampo y el talamo (Cone, 2006; Lasaga et al., 2008), pero también en estémago, duodeno,
placenta, corazéon y monocitos (Leoni et al., 2008). La activacién de este receptor ademas de
incrementar los niveles de AMPc, induce una sefializacion dependiente de IP3/Ca?* luego del
tratamiento con ACTH y a-MSH en células HEPA transfectadas con el receptor MC3 y tratadas
con ACTH y a-MSH (Konda etal., 1994). Las funciones relacionadas al receptor incluyen
respuestas anti-inflamatorias (Getting y Perretti, 2000), regulacion de la ingesta y del
metabolismo energético (Chen et al., 2000). El receptor MC4 tiene mayor afinidad por a-MSH y
se expresa en SNC en la corteza, el talamo, el hipocampo, el hipotdlamo, el tronco encefalicoy la
médula espinal (Cone, 2006). Su actividad se relaciona con cambios neuroenddcrinos
relacionados con la ingesta, la memoria y respuestas anti-inflamatorias (Caruso et al., 2014). El
receptor MC5 se encuentra en un gran numero de tejidos periféricos, y posee gran afinidad para
a-MSH y ACTH. Sus funciones predominantes son la regulacion de glandulas exdcrinas y el control

de la secrecion de sebo (Eves y Haycock, 2010).

- Rol de a-MSH en la modulacion de respuestas anti-inflamatorias centrales

La hormona a-MSH es un neuropéptido de bajo peso molecular capaz de atravesar la BHE y un
potente modulador de respuestas inmunoldgicas y anti-inflamatorias centrales (Brzoska et al.,

2010; Luger y Brzoska, 2007).

La administracién i.c.v. de a-MSH suprime la fiebre inducida por endotoxinas (polisacaridos de la
superficie de las bacterias que producen activacidon inmunoldgica y reaccién inflamatoria) (Martin
y Lipton, 1990), las proteinas del virus V.I.H (Catania y Lipton, 1993) y las citocinas pro-
inflamatorias IL-1 (Opp et al., 1988). La endotoxemia genera un aumento en los niveles séricos
de a-MSH (Martin y Lipton, 1990). Ademas, a-MSH ejerce un efecto anti-inflamatorio a través de
la inhibicién en la sintesis y accion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1p3 (Delgado et al., 1998;
Lipton et al., 1994) y, por otro lado, estimula la produccién de citocinas anti-inflamatorias al

unirse a MCR en SNC (Luger y Brzoska, 2007; Luger et al., 2003). Adicionalmente, la infusion i.c.v.
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de a-MSH en ratas inhibe los efectos de IL-1B sobre la activacién del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal y respuestas inmunoldgicas como la supresion de la respuesta inmune celular y la

inflamacién a nivel periférico (Cragnolini et al., 2004; Weiss et al., 1991).

o-MSH es capaz de afectar vias de sefializacion implicadas en la regulacion de la respuesta
inflamatoria, tales como la activacion del factor NF-kB, expresion de moléculas de adhesion y de
receptores de quimiocinas (Luger y Brzoska, 2007). NF-kB es un factor de transcripcion esencial
para la expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a (Kunsch et al., 1994;
Libermann y Baltimore, 1990; Roulston et al., 1995). a-MSH inhibe la activacion de NF-kB y la
degradacion de la proteina IkBa, proteina que retiene NF-kB en el citoplasma evitando que actue
a nivel nuclear, en diferentes lineas celulares (Manna y Aggarwal, 1998). Ademas se observo
inhibicidon de la activacién de NF-kB en un modelo de inflamacidén periférica aguda en ratones

luego de la administracion central de a-MSH (Ichiyama et al., 1999).

Los principales efectos anti-inflamatorios a nivel central estarian mediados por los receptores
MC3 y MC4 (Lasaga etal.,, 2008). La via de senalizacién predominante involucra
adenilatociclasa/AMPc. Existe una via adicional a través de segundos mensajeros, con
incremento de Ca?* intracelular luego de la activacién del receptor MC3 (Konda et al., 1994).
Otras vias de sefializacion incluyen la fosforilacidn de la via MAPK/ERK, ligada a la atenuacioén en
la fosforilacion de MAPK p38 y disminucidon de la quinasa activada por estrés, JNK. La activacion
de AMPc por el receptor MC4, también conduce a la atenuacién en los niveles de p38 y JNK,
dando por resultado una disminucién en la produccién de TNF-a e inhibicion de NF-kB (Eves y

Haycock, 2010).
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Figura 6. Vias de sefalizacion implicadas en los efectos de las MC en la

modulaciéon de la respuesta inflamatoria en SNC. Las lineas continuas indican
estimulacién vy las lineas de puntos inhibicién. Abreviaturas: MC4R, receptor MC4; a-MSH,
hormona a-melanocito estimulante; AMPc, adenosin monofosfato ciclico; PKA, proteina

quinasa A; ERK, quinasa regulada por sefiales extracelulares; JNK, quinasa N-terminal c-Jun;

FT, factores de transcripcion; CREB, proteina de unién al elemento que responde a AMPc; NF-

kB: factor nuclear kappa B. Figura adaptada de Lasaga et al., 2008.

- Rol modulador de a-MSH en procesos plasticos.

a-MSH es capaz de modular procesos de aprendizaje y memoria en numerosos paradigmas

conductuales (Datta y King, 1982; Mclay et al., 2001). Entre las primeras evidencias del efecto de

a-MSH sobre la memoria se encuentran los estudios de Beckwith et al. (Beckwith et al., 1977)

donde el tratamiento con a-MSH produce una mejora en tareas de discriminacion visual y

espacial, asi como en el aprendizaje de evitacion activa. Otros trabajos exploraron los efectos de

la MC sobre memorias apetitivas (Sandman et al., 1969) y de evitacion pasiva (Dempsey, 1972).

Los mecanismos por los cuales las MCs y en particular a-MSH modulan

los procesos de

aprendizaje y memoria se encuentran en estudio. Sin embargo, trabajos recientes aportan fuerte
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evidencia de que la activacién del receptor MC4 induce cambios morfoldgicos que conducen a la
maduracion de espinas dendriticas e incremento de la fuerza sinaptica en hipocampo (Cui et al.,
2012; Shen et al., 2013). Los mecanismos moleculares involucrados en el efecto de las MCs han
sido estudiados a nivel central, ligados al receptor MC4 (Kishi etal.,, 2003; Muceniece y
Dambrova, 2010). El receptor MC4 esta acoplado a proteina G y su estimulacién aumenta la LTP
mediante la activacién de la cascada AMP¢/PKA (Oosterom et al., 2001). Luego de la activacion
de MC4 aumenta la expresidn en superficie de la subunidad GluA1 del receptor AMPA en la post-
sinapsis de forma dependiente de PKA (Shen et al., 2013). La activacién de MC4, ademas, ha sido
asociada a cambios estructurales a nivel sindptico, como el incremento en el volumen de espinas
dendriticas inmaduras, que promueven la arborizaciéon y fortalecimiento de las sinapsis
existentes (Caruso et al., 2014; Kopec et al., 2007; Man et al., 2007). Adicionalmente, el receptor
MC4 es esencial en el mantenimiento de las espinas dendriticas maduras en neuronas
piramidales de hipocampo (Shen et al., 2013). Estas evidencias demuestran el rol de MC4R en la

regulacion estructural y funcional de las conexiones sindpticas en hipocampo.

El tratamiento con un andlogo sintético de a-MSH (NDP-aMSH) luego de una isquemia cerebral
produce recuperacién funcional del tejido, reduce el dafio en hipocampo y mejora el aprendizaje
y la memoria. Este efecto protector se encuentra asociado a un incremento del factor de
transcripcién zif268 en hipocampo y es mediado por el receptor MC4 (Giuliani et al., 2009, 2006).
Ademas, se ha demostrado que el tratamiento de isquemia cerebral con agonistas del receptor
MC4 induce neurogénesis, incluyendo proliferaciéon, migracion y diferenciaciéon de precursores

neuronales (Giuliani et al., 2011).

Adicionalmente el tratamiento con a-MSH revierte la progresion de la enfermedad de Alzheimer
en modelos experimentales mediante diferentes vias de accién, siendo capaz de reducir la
neurodegeneracion caracteristica de la enfermedad. Entre los mecanismos involucrados se
describe una disminucidn de los niveles de citocinas pro-inflamatorias asi como una inhibicién en

la activaciéon de MAPK p38 (Giuliani et al., 2014).

Las propiedades del neuropéptido a-MSH lo convierten en un posible blanco terapéutico para el

tratamiento de diversas patologias inflamatorias y degenerativas del SNC.
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Hipotesis

En base a los antecedentes expuestos, se propone que IL- 1B podria producir un deterioro en la
reconsolidacién de la memoria de miedo contextual interfiriendo las vias de sefalizacidn
especificas de este proceso en hipocampo. Por otra parte, es probable que a-MSH sea capaz de
revertir el efecto de IL-1B sobre la reconsolidaciéon de la memoria, a través de la activacién de

receptores melanocortinérgicos especificos.
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Objetivo general:

Determinar el efecto de la administracién de IL- 1 sobre el proceso de reconsolidacién de una

memoria contextual de miedo, los mecanismos involucrados y establecer el posible rol

modulador de a-MSH.

Objetivos especificos:

7
L <4

7/
L <4

Y/
L X4

7/
L <4

Evaluar a nivel conductual el efecto de IL- 1B en la reconsolidaciéon de una
memoria contextual de miedo. Establecer el posible rol modulador de a-MSH y los

receptores melanocortinérgicos involucrados.

Estudiar el efecto de IL-1B sobre la liberacion de glutamato durante el proceso de

reconsolidacion.

Determinar si IL-1 modifica la activacion de ERK2 y expresidon de zif268 en

hipocampo, durante el proceso de reconsolidacién.

Determinar el efecto de IL-1B sobre la fosforilacién y expresion en superficie y

total de la subunidad GluA1l del receptor AMPA.

Establecer el efecto de a-MSH sobre los cambios inducidos por IL-1B en los

mecanismos involucrados en la reconsolidacidon de una memoria.
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- Animales

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar con un peso de 270 a 300 g (al momento de
la cirugia). Los animales fueron criados en el bioterio del Departamento de Farmacologia (IFEC-
CONICET) de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cdérdoba. Se
alojaron en grupos de 3 o0 4 en cajas de plastico estandar de laboratorio (Plexiglas) con libre
acceso al agua y al alimento (dieta balanceada para ratas y ratones de laboratorio, Gepsa
Cérdoba). Los animales fueron albergados en salas con ciclos de luz-oscuridad de 12h (luces
encendidas de 7:00 a 19:00 h) y a una temperatura ambiente constante de 22 + 2°C. Los
procedimientos experimentales fueron realizados entre las 9:00 y 14:00 h. Las ratas fueron
asignadas al azar a los distintos grupos experimentales.

Los animales fueron habituados al contacto con el experimentador; para ello fueron
trasladados a una habitacion diferente, retirados de sus cajas, manipulados, pesados y luego
retornados a sus cajas y a su habitacion de alojamiento comun. Este procedimiento se repitié
los dias posteriores a la cirugia y previos a iniciarse los experimentos.

Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas establecidas por la guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio del Instituto Nacional de la Salud (NIH) de
Estados Unidos de América, aprobada por el comité de cuidado y uso de animales de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba. Se realizaron todos los

esfuerzos posibles para minimizar el sufrimiento y reducir el nUmero de animales utilizados.

- Cirugia estereotaxica

Todos los animales utilizados en este trabajo fueron implantados bilateralmente en el area CAl
del HD mediante técnicas estereotaxicas. Cada animal fue anestesiado con una mezcla de
Ketamina (55 mg/kg) (Holliday) y Xilazina (10 mg/Kg) (Konig) mediante una inyeccion
intraperitoneal (i.p.) y colocado en el aparato estereotdxico (Stoelting, Wood Dale, IL) con la

barra dental incisiva ubicada a -3.3 mm. Se realizé un corte en el cuero cabelludo, se dejo el

37



Ivana Noelia Machado Materiales y Métodos

craneo expuesto y se tomaron las coordenadas segun la posicion del Bregma. Se realizaron dos
orificios en el craneo para implantar las canulas guias de acero inoxidable (calibre 22) de 9 mm
longitud. Las canulas fueron fijadas al craneo con un tornillo y acrilico dental. Las coordenadas
para el drea CA1 de HD fueron tomadas del atlas de Paxinos y Watson (2009) siendo las
siguientes: antero posterior (AP), -3,2 mm; lateral (L) £2.0 mm; dorso ventral (DV), -2,3 mm.
Las cadnulas guias se ubican justo por encima del drea CA1l, sin dafiarla. Los animales fueron
retirados del estereotaxico y colocados en una caja separada bajo supervisién constante hasta
su recuperacion. Después de la cirugia los animales recibieron una inyeccion subcutanea de una
suspension de estreptomicina y penicilina (Norcilina; Laboratorios NORT, Argentina) a fin de
reducir el riesgo de infecciones. El tiempo de recuperacion de la cirugia fue alrededor de 7 dias.
Durante este periodo, los animales fueron manipulados y se simuld la microinyeccion con el fin

de minimizar las respuestas no especificas a este procedimiento durante el experimento.

- Microinyeccion intracerebral

Para la realizacion de las microinyecciones se utilizaron agujas de acero inoxidable (calibre 30)
de 10 mm de longitud como inyectores, que sobrepasaban la canula guia en 1 mm. El dia de la
microinyeccion los animales fueron cubiertos con un pafo, sujetados suavemente y se
introdujeron los inyectores. La microinyeccién fue realizada mediante la conexién del inyector a
través de un tubo de polietileno (PE 10, BectonDickinson, MD) a una jeringa de 10 ul (Hamilton,
Reno, NV) montada en una bomba de infusién (Stoelting, USA). Cada rata fue inyectada
bilateralmente con 0.25 pl/lado de solucion con una velocidad de flujo de 0.25 pl/min. Para
permitir la difusién de la droga, los inyectores permanecieron en las canulas guias durante un

min adicional.
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- Drogas: administracion y dosis

Para el desarrollo de los experimentos fueron utilizadas las siguientes drogas: rriL-1B (IL-1B
recombinante de rata) (R&D Systems, Reino Unido UK); a-MSH (agonista de los receptores MC3
y MC4) (NeoMPS, Francia); HS014 (antagonista selectivo de MCA4R); SHU919 (antagonista
selectivo MC3R, MC4R) (PolyPeptide, Francia).

rrIL-1B fue disuelto en salina estéril (NaCl 0,9%) que contenia 0,01% de albimina sérica bovina
(ASB) y almacenada en alicuotas a -70°C. a-MSH, HS014 y SHU919 fueron reconstituidos en
solucidn salina estéril y las alicuotas se guardaron a —202C.

Se utilizé solucion salina estéril 0,9% (SAL) como control debido a que no se encontraron
diferencias a nivel conductual ni molecular cuando se administré salina conteniendo 0,01% de
ASB.

Los animales fueron inyectados bilateralmente en HD con salina o las diferentes drogas en las
siguientes dosis: IL-1B (5ng), a-MSH (0,05ug), HS014 (0,5ug), SHU919 (0,5ug). En los casos
donde correspondiese todos los grupos experimentales recibieron dos inyecciones
administradas con 10 min de diferencia entre ellas. Cuando se administrd salina o una sola
droga la otra inyeccién fue realizada con salina. Los tratamientos se administraron a diferentes
tiempos luego de la reactivacion de la memoria dependiendo del disefio experimental. Las dosis
utilizadas fueron seleccionadas en base a estudios previos y curvas dosis respuesta realizadas

en el laboratorio.

- Analisis histoldgico

Al finalizar los experimentos conductuales, los animales fueron sacrificaron con una sobredosis
de hidrato de cloral 16% o mediante la exposiciéon a una camara de CO;. Los cerebros fueron
extraidos y luego fijados por inmersidén en una solucion de formaldehido al 4% durante 3 dias.

Posteriormente se realizaron cortes coronales de 60 um de espesor mediante un criostato
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(Leica, Alemania) en los que se evaltuo la correcta difusién de la droga en el drea CAl de
hipocampo, asi como la ausencia de necrosis y/o hemorragias en el sitio de infusidn causado
por la implantacién de la canula guia. Para visualizar los cortes se empled una lupa binocular
(Arcano). Los datos correspondientes a los animales que presentaron una localizacion
incorrecta de las cdnulas o dafio tisular fueron excluidos del analisis de resultados. A
continuacion, se representa en laminas del atlas de Paxinos (Paxinos y Watson, 2007) los sitios

de infusion correspondientes a diferentes grupos de animales (Fig.7).
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Figura 7. Cortes histologicos de cerebro de rata con marca representativa del sitio de

infusion en CA1.

- Condicionamiento de miedo contextual

Se llevaran a cabo test conductuales, utilizando el paradigma de condicionamiento de miedo
asociado al contexto. Para estudiar el proceso de reconsolidacién, cada experimento consiste de

tres fases: condicionamiento (entrenamiento), re-exposicion (sesidén de reactivacion) y test.
Aparato para la administracion de shocks inescapables

Se utilizd una caja de acrilico blanco (44 x 22 x 20 cm) con cubierta superior transparente,

dividida en dos compartimentos iguales (Fig. 8).Cada compartimento tiene una base formada
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por una grilla de acero inoxidable que consta de 10 barras paralelas de 4 mm de diametro,
separadas por 1.5 cm (de centro a centro). Las barras estdn conectadas a un generador de
corriente eléctrica que permite la administracion de shocks eléctricos en las patas del animal.
La caja fue limpiada antes y después de cada sesién experimental con un solucion de alcohol
etilico al 30%. Este equipo fue colocado en una habitacidon aislada acusticamente, con

iluminacién (foco de luz blanca de 60 W) y climatizacién controladas (22 + 2°C).

Figura 8. Aparato para la administracion de shocks inescapables.

Sesion de entrenamiento

El dia del condicionamiento cada animal fue trasladado a la habitaciéon experimental cubierto
por un pafo y colocado individualmente en la caja de condicionamiento (estimulo
condicionado, EC). Luego de 4 min de habituacién (periodo pre-shock) los animales recibieron 3
shocks eléctricos en las patas (intensidad: 0,7mA, duracion: 2,5 s, intervalo entre shocks: 30 s)
(estimulo incondicionado, El). Los animales permanecieron en el contexto asociado con el shock
por 2 min adicionales (periodo post-shock). Posteriormente fueron retornados en sus cajas de

alojamiento a la habitacién de la colonia.

Sesion de reactivacion

Los animales fueron re-expuestos al contexto apareado con el shock 24 h después del

entrenamiento y se midid la respuesta de miedo durante un periodo de 3 min utilizando
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crondmetros. Distintos grupos de animales fueron inyectados con los diferentes tratamientos
inmediatamente después de la reactivacion de la memoria (considerandose 0 min), excepto en
el experimento de la Figura 11 donde se evalud la ventana temporal de accién de IL-1B, y las

infusiones se realizaron ademas a los 15, 30, 60 y 120 min después.
Sesion de Test

Los animales fueron re-expuestos al contexto apareado con el shock 24 h después de la sesion
de reactivacion y se midié la respuesta de miedo (conducta de congelamiento o freezing)
durante un periodo de 5 min. La conducta de congelamiento (freezing) se define como la
adopcidén de postura de inmovilidad total durante la cual el animal sélo realiza los movimientos
asociados a la respiracion (Blanchard y Blanchard, 1969; Bolles y Collier, 1976; Fanselow MS,

1980) y es utilizado cominmente como un indice de miedo en roedores.

La retencion de la memoria fue evaluada y expresada como el porcentaje de tiempo que las
ratas permanecian en la conducta de congelamiento. El tiempo total que la rata permanecid en
postura de congelamiento o freezing en cada periodo (pre-shock; post-shock; reactivacion; test)
fue cuantificado en segundos utilizando un crondmetro y expresado como porcentaje respecto
del tiempo total (% de tiempo de congelamiento). La conducta de congelamiento fue evaluada

por un experimentador que desconocia el tratamiento de cada animal.

p==Elm=g

Entrenamiento —23Mp  Reactivacion, —24h, Test
(EC-EIl) (EC) T - (EC)
Infusién

Figura 9. Esquema del condicionamiento de miedo contextual.
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- Estudios bioquimicos

Diseccion

Luego de la reactivacion de la memoria de miedo contextual, se infundieron los distintos
tratamientos en la region CA1 de HD y se procedio a sacrificar los animales a diferentes tiempos
segun el experimento. Con ese propdsito, los animales fueron transferidos individualmente a
una sala e inmediatamente sacrificados por decapitacién. Los cerebros fueron removidos
rapidamente y colocados en una matriz de acrilico (Stoelting, USA) en hielo. Se realizaron cortes
coronales del cerebro de 4 mm de espesor, 2 mm por delante y 2 mm detras de la marca de la
canula guia y posteriormente se procedio a realizar la diseccién del HD (George Paxinos, Charles
Watson, 2007). Para el experimento de Biotinilacidn, se realizé un corte coronal del cerebro de
2 mm, 1 mm por delante y 1 mm por detras de la marca de la cdnula guia. El tejido extraido fue
suficiente para proveer la cantidad de proteinas necesarias para los diferentes experimentos. La

disecciodn descripta es comun a todos los experimentos bioquimicos.

Liberacién de glutamato e influjo de calcio

Purificacion de sinaptosomas

Los sinaptosomas se purificaron en un gradiente discontinuo de Percoll segun la técnica
descrita por Dunkley et al. (Dunkley et al., 2008). Los animales fueron sacrificados 10 min
después de la reactivacion de la memoria y se disecd HD, como se describié previamente. El
tejido fue homogeneizado en solucién tampdén GB (sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM y DTT 0,25
mM a pH 7,4 y 4°C), y el homogenato resultante se centrifugé a 2000g durante 6 min a 4°C,

recogiéndose el sobrenadante (S1). El sobrenadante resultante se centrifugd a 14500 g durante
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14 min a 4°C. El sedimento resultante (P2) se re-suspendié en 3 ml de GB. Esta suspension se
colocd sobre un gradiente discontinuo de Percoll, preparado en un medio compuesto por GB y
formado por bandas de 3 ml de Percoll al 3 %, al 10 % y al 23 %, a pH 7,4. Los gradientes se
centrifugaron a 32500 g durante 15 min a 4°C, recogiéndose los sinaptosomas en la interfase
formada por las bandas de Percoll al 10 % y al 23 %. La mielina quedd en la banda de Percoll al
3 %, mientras que las mitocondrias sedimentaron en el fondo del tubo. Los sinaptosomas se
diluyeron hasta un volumen final de 10 ml con medio HBM (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, NaHCO3 5
mM, NaH2P0O4 1.2 mM, MgCl2 1 mM, glucosa 10 mM y HEPES 10 mM; pH 7.4), y fueron
centrifugados a 27000 g durante 14 min a 4°C. El sedimento (P3) resultante se re-suspendié en
1 ml de medio HBM, determindndose a continuacion el contenido de proteinas por el método
de Bradford. Las alicuotas con sinaptosomas se conservaron en un bafio de hielo hasta su

utilizacion.

Ensayo de liberacion de glutamato.

Brevemente, una suspension de sinaptosomas (250 mg/ml) en 1ml de HBM, se transvasé a una
cubeta de cuarzo para fluorescencia mantenida a 37 °C y en constante agitacion en un
fluorémetro (FluoroMax-P HoribalobinYvon). Posteriormente se adicionaron los siguientes
reactivos: NADP* (1mM) y CacCl; (1.2 mM). Después de 2 min, se adiciond la enzima L-glutamato
deshidrogenasa (GDH, 50 unidades/ml) y finalmente, luego de 5 min se agregdé 4AP (3mM)
(bloqueante selectivo de canales de potasio dependientes del voltaje) para inducir la
despolarizacién de la membrana y consecuente liberacidn del neurotransmisor. Los cambios de
fluorescencia debidos a la produccién de NADPH (excitacién, 330 nm; emisién, 460 nm) refleja
la liberacion de glutamato, el cual es convertido a a-cetoglutarato por la enzima L-glutamato
deshidrogenasa mediante la reduccion de NADP+ a NAPDH. Un estdndar de glutamato es
adicionado al final de cada experimento para calcular la liberacién de glutamato como la
relacion de nanomoles de glutamato por miligramos de proteina sinaptosomal. Los valores de
fluorescencia se midieron en cuentas por min (c.p.m.) y se registraron a intervalos de 1

segundo. Los resultados de las determinaciones fueron expresados en nanomoles de glutamato
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en 1 mg de proteina a los 8 min (valor seleccionado para evaluar los diferentes tratamientos a

un determinado punto de la curva).

L-glutamato

deshidrogenasa
glutamato | | > a-cetoglutarato

Figura 10. Esquema de la reaccién indirecta para la determinacion de glutamato.

Determinacion del influjo de calcio

Sinaptosomas purificados (0,4mg/ml) fueron pre-incubados en solucién tampdén HBM con el
indicador de calcio (Ca?*) Fluo-3AM (acetiloximetil éster) (Life Technologies) (1mM) durante 30
min a 37°C en un tubo eppendorf. Posteriormente, cada tubo fue centrifugado dos veces a
5000g durante 30 s para descartar el exceso del indicador de calcio en el sobrenadante. El
sedimento fue re-suspendido en 1ml de HBM y transvasado a una cubeta de cuarzo para
fluorescencia mantenida a 37 °C y en constante agitacion en un fluorometro (FluoroMax-P
HoribalobinYvon). Luego de 3 min se adicioné CaCl; (1,2mM) y 10 min después 4AP (3mM). 4AP
indujo la despolarizacion y consecuente activacion de los canales de calcio voltaje
dependientes. Los cambios de fluorescencia (excitacién, 330 nm; emisidn, 460 nm) se debieron
a la unién del indicador Fluo-3 a calcio, y fueron indicadores del influjo de calcio al
sinaptosoma. Los valores de fluorescencia se midieron en c.p.m. y se registraron a intervalos de
1 segundo. Se llevaron a cabo los procedimientos de calibracidon descriptos por Grynkiewicz y
Poenie, 1985. Brevemente, se empled SDS 0,1% para obtener el maximo de fluorescencia de
Fluo-3 cuando se encuentra saturado con calcio, seguido de EGTA (10mM) para obtener el valor
minimo de fluorescencia debido a la ausencia de calcio. La concentracién de calcio se calculé de

manera similar a la descripta para quin2 (Tsien y col, 1982), considerando Fmin los valores de
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fluorescencia antes del agregado de CaCl, y con un valor de constante de disociacién (KD) para

Fluo-3AM de 400 nM.

Western Blot

Extraccion de proteinas totales

Para realizar la extraccion de proteinas totales, el tejido obtenido luego de la diseccidn, fue
homogeneizado en solucién tampdn RIPA (50mM tris pH7,5, 150 mMNacCl, 0,1% triton X-100,
0,5% deoxicolato de sodio y 0,1% dodecilsulfato de sodio (SDS)), con inhibidores de proteasas
(10 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina, 1 pug/ml pepstatina A and 100 pg/ml fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF)) e inhibidores de fosfatasas (1 mM ortovanadato de sédio (Na3V04))
en hielo. Luego las muestras fueron centrifugadas a 10,000 g durante 10 min a 4°C. Al
sobrenadante obtenido se le adiciond igual volumen de soluciéon tampén Laemmli2x (2% SDS,
20% glicerol, 10% B-mercaptoetanol, 125mM tris pH 6,8, 0,01% azul de bromofenol).
Posteriormente, las muestras fueron hervidas durante 5 min a 100 °Cy almacenadas a -70 °C
hasta su utilizacién. Alicuotas del sobrenadante fueron utilizadas para realizar la cuantificacion
de proteinas utilizando el método de Bradford (Bio-Rad Bradford ProteinAssay Kit; Hercules,
CA). La activacién de la proteina ERK, los niveles de expresidn del factor de transcripcién zif268,
las fosforilaciones de la subunidad GIuAl del receptor AMPA en los amino acidos serina845 vy
serina 831 (p-Ser845 GIuAl y p-Ser831 GluAl), y niveles de expresiéon de GluAlfueron

determinados utilizando extractos de proteinas totales.
Determinacion de proteinas mediante inmunotransferencia

Las muestras conteniendo 40 pg del homogenato de tejido fueron sembradas y separadas en
un gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) al 10% para la determinacién de ERK y zif268. En la
determinacion de p-Ser845 GluAl, p-Ser831 GluAl y GluAl, se sembraron 60 ug de proteinas
en un gel SDS-PAGE al 7,5%. Luego las proteinas se transfirieron a membranas de difluoruro de

polivinilideno (PVDF, BioRad). Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas durante 2 h
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a temperatura ambiente con leche descremada (0% grasa) disuelta al 5% en TTBS (50 mM tris—
HCl pH 7,5, 150 mM NacCl, and 0,1%, tween 20) y luego incubadas durante toda la noche a 4 °C
con el anticuerpo primario correspondiente:

- anticuerpo monoclonal de conejo anti-fosfo ERK1/2, que reconoce la proteina ERK1/2 (42-
44kDa) fosforilada en los aminoacidos treonina 202 y tirosina 204 (1:1000; Cell Signaling
Technology).

- anticuerpo policlonal de conejo anti-Egrl, que reconoce la proteina Egrl conocida como zif268
(82 kDa), en la porcidn carboxilo terminal (1:500; Santa Cruz Biotechnology).

- anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfoSerina 845 GluA1l (p-Ser845 GIuA1l), que reconoce la
proteina GluA1l fosforilada en el aminoacido serina 845 (100kDa), (1:500; Merck Millipore).

- anticuerpo policlonal de conejo anti-fosfoSerina 831 GluA1l (p-Ser831 GluA1l), que reconoce la
proteina GluA1l fosforilada en el aminoacido serina 831 (100 kDa), (1:500; Merck Millipore).

- anticuerpo monoclonal de conejo anti-GIuR1 (GluA1), que reconoce los aminoacidos 858-868
de la proteina GluA1l (106 kDa), (1:200; Merck Millipore).

Para las determinaciones de ERK2 y zif268 (revelado convencional), las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario, IgG anti-conejo, conjugado con peroxidasa de rabano
(HRP) en una dilucién (1:2500, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.) durante 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se procedid a realizar el revelado utilizando la técnica
de quimioluminiscencia con luminol, acido cumarico como catalizador y peréxido de hidrégeno
como sustrato de reaccion (ECL) y mediante la exposicion de las membranas a placas
radiograficas Ortho CO-G Plus (AGFA).

Para p-Ser845 GluAl, p-Ser831 GIuAl y GluAl, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos secundarios anti conejo o ratén conteniendo fluoréforos IRDye 800 (Licor)
(marcado infrarrojo de absorcion a 800nm, dilucion 1:20000) durante 2 h a temperatura
ambiente y se visualizd con el equipo Odyssey ClLx Infrared Imaging System - LI-COR Biosciences
(sistema para la deteccion de imagenes en el rango infrarrojo). Las imagenes obtenidas
pudieron ser visualizadas por el programa Image Studio (Analysis Software Version 3.1.)
Después del revelado los anticuerpos primarios adheridos a las membranas fueron removidos

mediante la utilizacién de NaOH 0,1M durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se
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procedid al lavado de las membranas 3 veces con TTBS (el tiempo de cada lavado varié de
acuerdo al anticuerpo utilizado) y posteriormente se incubaron con alguno de los siguientes
anticuerpos primarios, a 4 °C toda la noche:

- anticuerpo monoclonal de ratéon anti-ERK1/2 (42-44kDa)(1:2500; Cell Signaling Technology).

- anticuerpo monoclonal de ratén anti-actina (42kDa) (1:1000; Sigma-Aldrich).

Al dia siguiente las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-ratén
conjugado con la peroxidasa de rabano (1:2500, Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.)
durante 2 h a temperatura ambiente, y reveladas como se describié previamente. Para el
revelado de actina en las membranas que se determind p-Ser845 GluAl, p-Ser831 GluAl y
GluAl, el esquema del revelado fue similar al empleado para estos anticuerpos. Todos los

anticuerpos fueron diluidos en una solucién de ASB al 5% disuelta en TTBS.

Andlisis de datos

Las placas radiograficas o imagenes obtenidas fueron analizadas con un programa
computacional de analisis de imagenes (GelPro32 Analyzer). Cada banda se normalizé a su
control interno que corresponde a una proteina de expresién constitutiva. Ademas, los
resultados de la cuantificacién fueron normalizados con la sefial total de cada placa. Los datos
fueron presentados como la relacién entre el p-ERK2/ERK2, zif268/actina, p-Ser845
GluAl/actina, p-Ser831 GluA1l/actina y GluAl/actina en cada muestra. En relacion a la proteina
ERK, si bien, los anticuerpos primarios utilizados reconocen tanto a las proteinas fosforiladas
ERK1 como ERK2 (p-ERK1/2), p-ERK1 no ha sido cuantificado por presentar sefial inconsistente y
débil.

48



Ivana Noelia Machado Materiales y Métodos

Biotinilacion

Luego de la diseccion de HD el tejido fue cortado con bisturi longitudinal y transversalmente y
se transvasd a un tubo conteniendo una solucién de biotina sulfosuccinimidil-6-biotina-
amidohexanoato (Pierce) en solucion tampdn fosfato salina (PBS) (0,3mg/ml) e incubada por 1
h a 4 °C. Posterior a la incubacidn, se lavaron las diferentes muestras con Tris-glicina frio, para
detener la reaccidn de la biotina libre (5 min), seguido de tres lavados con TBS (5 min x 3 veces).
Luego del lavado el tejido, fue homogeneizado en 300 puL de solucién tampdén RIPA. Los
homogenatos fueron centrifugados a 13000 g por 30 min para precipitar la fraccion insoluble.
Para determinar la fraccion total (contenido total, superficie+ interna) de GluAl, 50 uL de
sobrenadante fue mezclado con 12,5 plL de Laemmlidx y hervido durante 5 min. Las proteinas
de superficie biotiniladas en el resto de sobrenadante (200uL) fueron inmunoprecipitadas con
50 ulL de esferas de avidina-agarosa (Pierce) al 50% durante 2 h a 4 °C. Luego las muestras
fueron centrifugadas a 3000 g durante 10 min. Las esferas de agarosa fueron separadas (pellet)
y el sobrenadante mezclado y hervido con solucion Laemmlidx (fraccion interna).
Posteriormente se lavaron las esferas de agarosa tres veces con PBS y fueron hervidas con 50
uL de Laemmli2X (fraccion de superficie). Alicuotasde las diferentes fracciones fueron utilizadas

para realizar la cuantificacién de proteinas utilizando la técnica de Bradford (Bio-Rad Bradford).

Las muestras de la fraccion de superficie y de la fraccidn total (superficie+ interna) conteniendo
entre 80-90 g de proteinas fueron procesadas por western blot para la determinacion de la
subunidad GluAl del receptor AMPA empleando actina como control de carga de proteinas. El
procedimiento es idéntico al descripto para evaluar la expresiéon de GluAl en homogenato de

proteinas totales.
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- Estadistica

Todos los datos fueron expresados como la media + error estandar de la media (E.E.M.) y los
resultados fueron analizados utilizando el test t de Student o el analisis de varianza (ANOVA) de
una o dos vias segun correspondiera. Cuando se encontraron diferencias significativas se realizd
el test de comparacién post-hoc de Newman Keuls (N-K). Cuando no se encontraron diferencias
en las interacciones de las variables se llevd a cabo un analisis de contraste (Montgomery,
2001). Las diferencias con un valor de p < 0,05 fueron consideradas estadisticamente

significativas. Los datos se analizaron con el software estadistico STATISTICA 7.0 (StatSoft).
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Capitulo 1

Efecto de IL-1 B en la reconsolidaciéon de una memoria

contextual de miedo, posible rol modulador de X-MSH vy

receptores melanocortinérgicos involucrados.
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Interleucina-1B influencia significativamente diversos procesos cognitivos, entre ellos el
aprendizaje y la memoria. Particularmente, ha sido demostrado que los tratamientos
tendientes a incrementar los niveles de IL-1B en el cerebro, afectan la LTP en hipocampo y
deterioran el proceso de consolidaciéon de la memoria. Sin embargo, el efecto de IL-1p3 sobre el

proceso de reconsolidacién de la memoria ha sido menos estudiado (Kranjac et al., 2012).

Por otra parte, la hormona a-MSH ejerce potentes acciones anti-inflamatorias, a través de la
activacion de receptores melanocortinérgicos (MC1-MC5). Los receptores MC3 y MC4 se
expresan predominantemente en SNC y en particular, presentan alta densidad en hipocampo.
Ademas de las acciones anti-inflamatorias, otros efectos de la administracién central de IL-1
pueden ser bloqueados por a-MSH, tales como fiebre e induccién de ansiedad (Cragnolini et al.,
2006, 2004). Resultados de nuestro laboratorio establecieron que la administracién de a-MSH
puede revertir el efecto de IL-1B sobre la consolidacion de una memoria contextual de miedo

(Gonzalez et al., 2009).

Dada la importancia del proceso de reconsolidacién y teniendo en cuenta los antecedentes
presentados, decidimos estudiar el efecto de IL-13 sobre el proceso de reconsolidacién de una
memoria contextual de miedo. Ademas, nos propusimos evaluar si a-MSH es capaz de modular

el efecto de IL-1B sobre la reconsolidacidn, asi como los MCR involucrados.

I- a) Curva temporal del efecto de IL-1B sobre la reconsolidacion de una
memoria contextual de miedo

Para estudiar el efecto de IL-1B sobre el proceso de reconsolidacion de la memoria, se
administré IL-1B en HD luego de la reactivacion de la memoria y se evalud el porcentaje de

tiempo de congelamiento durante el test, 24 h después.

Los animales que recibieron la infusién de IL-1B inmediatamente después de la reactivacion de
la memoria mostraron una reduccién del porcentaje de tiempo de congelamiento respecto a

los controles tratados con solucién salina (SAL) (Fig. 11). Para evaluar la curva temporal de
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accion de la citocina se administré SAL o IL-1B en HD 15, 30, 60 o 120 min luego de la
reactivacion. El ANOVA de dos vias revelé una diferencia significativa en el tratamiento [F
(1,37)=67,12, p<0,001], tiempo [F (4,37)=3,59, p<0,01] y en la interaccion de las variables [F
(4,37)=2,76, p<0,05]. Al realizar el analisis post hoc de Newman Keuls se observé una diferencia
significativa entre los grupos tratados con IL-1p inmediatamente, 15, 30 y 60 min luego de la
reactivaciéon pero no en el grupo tratado 120 min luego de la reactivacion respecto de los

controles correspondientes (Fig. 11).

. 24 . < s 24h
A Entrenamiento % Reactivacion —> Test

0153060 0120 min
Infusién

80 HSAL
HIL-18

% Tiempo de congelamiento

0 min 15 min 30 min 60 min 120 min

Figura 11. Efecto de la administracion de IL-1B a diferentes tiempos luego de la sesién de
reactivacion de una memoria contextual de miedo. A. Esquema experimental. B. Después
de la reactivacidn de la memoria de miedo contextual los animales recibieron los distintos
tratamientos y 24 h después se evalud el porcentaje de tiempo de congelamiento. Los datos
se expresan como la media + EEM del porcentaje del tiempo de congelamiento durante el
test. ANOVA de dos vias seguido del test de Newman-Keuls #p<0,001 respecto del grupo SAL

correspondiente (n=4-6 por grupo).

Para determinar que la citocina especificamente afecta la reconsolidacion de la memoria

contextual de miedo, distintos grupos de animales fueron inyectados con SAL o IL-1B 24 h
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después del entrenamiento sin haber sido expuestos a la sesidn de reactivacion y 24 h después
se evaluo el porcentaje de tiempo de congelamiento. Ambos grupos de animales demostraron
porcentajes similares de tiempo de congelamiento (% de tiempo de congelamiento: SAL= 69,89
+6,16; IL-1B= 67,17 £ 0,17), es decir, no hubo diferencias significativas entre ambos grupos (Fig.

12).

A Entrenamiento 24>  Reactivacion 248> Test
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B 80 -

70 | :ISLA'l'l3 Figura 12. Control de la especificidad del
efecto de IL-1PB sobre la reconsolidacion de

"g 80 1 una memoria contextual de miedo. A.
%E'; 50 - Esquema experimental. B. Los animales
?5:40 | recibieron los distintos tratamientos 24 h
§ después del entrenamiento y al dia siguiente
g 301 se evalué el porcentaje de tiempo de
;: 20 | congelamiento. Los datos se expresan como
10 1 la mediat EEM del porcentaje del tiempo de
congelamiento durante el test. El Test T de

0- Test Student no mostré diferencias significativas

(n=4-5 por grupo).

I- b) Persistencia del efecto de IL-13

Para evaluar la persistencia del efecto de IL-1B sobre el proceso de reconsolidacidon de la
memoria de miedo contextual, se realizé un test (Test 2) 6 dias después del test realizado 24 h
luego de la sesion de reactivacion (Test 1). Diferentes grupos de animales recibieron una
inyeccion de SAL o IL-1B inmediatamente después de la reactivacion de la memoria y se evalué
el porcentaje de tiempo de congelamiento a las 24 h y a los 7 dias (Fig. 13). Se observod una

disminucion del porcentaje de tiempo de congelamiento en los animales tratados con IL-1B en
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ambos test conductuales respecto de los controles. El ANOVA de medidas repetidas reveld
diferencias significativas en el tratamiento [F (1,8)= 37,40, p<0,0003] y el posterior analisis post
hoc indicé diferencias entre los grupos que recibieron IL-1B respecto de los que recibieron SAL
en ambos test conductuales. Estos resultados indicarian una persistencia en el efecto de la

citocina sobre la memoria evaluada.

. 24h . ., 24h
A Entrenamiento ——> Reactivacion > Test1l 24N Test2

Infusion

B mSAL
70 1 @18

60 -

40 -

30

% Tiempo de congelamiento

10 4

Test 1 Test 2

Figura 13. Efecto de la administracion de IL-1B sobre la expresion de una memoria contextual de
miedo a las 24h y 7 dias después de la sesion de reactivacion. A. Esquema experimental. B.
Después de la reactivacidn de la memoria de miedo contextual los animales recibieron los distintos
tratamientos y 24 h después se evalud el porcentaje de tiempo de congelamiento. Los datos se
expresan como la media £+ EEM del porcentaje del tiempo de congelamiento durante el test.
ANOVA de medidas repetidas seguido del test de Newman-Keuls #p<0,01 respecto del grupo SAL

correspondiente (n=5 por grupo).
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ll- Efecto de a-MSH sobre el deterioro inducido por IL-1B8 en el proceso de
reconsolidacion de la memoria contextual de miedo. Receptores
melanocortinérgicos involucrados.

Nos propusimos determinar si el tratamiento con a-MSH podia revertir el efecto de IL-1 sobre
la reconsolidacién de la memoria y establecer los MCR implicados. Inmediatamente después de
la sesién de reactivacion, los animales recibieron los distintos tratamientos: salina + salina
(SAL+SAL); IL-1B + salina (IL-1B+SAL); salina + a-MSH (SAL+a-MSH); IL-1B y a-MSH (IL-1B+a-
MSH); IL-18 y SHU + o-MSH (IL-1B/SHU+a-MSH) y SHU + salina (SHU+SAL). Los tratamientos

fueron administrados con 10 min de separacién entre ambas inyecciones.

La administraciéon de IL-1B luego de la reactivacion de la memoria produjo niveles de
congelamiento menores al grupo salina (control), mientras que la infusién de IL-1B y a-MSH
produjo niveles de congelamiento similares al grupo control (Fig. 14). Por otro lado, el grupo
gue recibid una infusién de SHU9119 (antagonista de los receptores melanocortinérgico MC3 y
MC4) junto a IL-18 y 10 min después a-MSH, presenté un % de tiempo de congelamiento
similar al grupo tratado con IL-1B (Fig. 14). El ANOVA de una via reveld un efecto significativo
del tratamiento [F(5,21)=24.74, p<0.001]. El subsecuente analisis post hoc indicé que los grupos
IL-1B+SAL e IL-1B/SHU+a-MSH son significativamente diferentes de los otros grupos analizados.

Los grupos SHU+SAL y SAL+a-MSH no son diferentes del grupo control.
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Figura 14. Efecto de a-MSH sobre el deterioro en el proceso de reconsolidacién de una
memoria contextual de miedo inducido por IL-1B. Participacion de los receptores MC3 y
MC4. A. Esquema experimental. B. Inmediatamente después de la reactivacidon de una
memoria de miedo contextual los animales fueron inyectados en HD con los tratamientos
correspondientes. Los datos se expresan como la mediat EEM del porcentaje del tiempo de
congelamiento durante el test. ANOVA de una via seguido del test de Newman-Keuls. #
p<0,001 respecto de los otros grupos (n=4-6 por grupo).
Ademas se determind el efecto del antagonista melanocortinérgico HSO14 (antagonista MC4).
Se utilizaron los mismos grupos experimentales pero inyectando HSO14 (HS) en lugar de
SHU9119. El tratamiento con HSO14 inhibié el efecto de a-MSH similar a lo observado con el
tratamiento de SHU9119. EI ANOVA revelé diferencia significativa en el tratamiento

[F(5,36)=9,07, p<0,001]. El test posterior de Newman Keuls indicé que los grupos IL-13+SAL e IL-

1B/HS+a-MSH difieren de forma significativa de los otros grupos.

Conclusiones del capitulo: el tratamiento con IL-18 deteriora la reconsolidacion de una
memoria de miedo contextual cuando se administra hasta 60 min después de la sesion de
reactivacion, lo que se evidencia en una disminucion en la expresion de la memoria de miedo. El
efecto es dependiente de la reactivacion de la memoria y persiste hasta una semana después

del tratamiento. a-MSH es capaz de revertir el efecto de IL-18 sobre la reconsolidacion de una
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memoria contextual de miedo mediante la activacion de los receptores melanocortinérgico

hipocampales MC4, aunque no podemos descartar la participacion de receptores MC3.
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I- Efecto de los distintos tratamientos sobre la liberacion de glutamato

Se ha propuesto que la liberacidon de glutamato es fundamental durante la reconsolidacién ya
gue produce la activacién de las vias de seializacidn involucradas en este proceso. El empleo de
antagonistas de los receptores glutamatérgicos NMDA afecta la reconsolidacién de memorias
contexto sefal (Pedreira et al., 2002), memorias contextuales de miedo (Lee et al., 2006; Suzuki

et al., 2004) y memorias apetitivas (Torras-Garcia et al., 2005).

Ha sido establecido que IL-18 disminuye la liberacién de glutamato de sinaptosomas
hipocampales luego de la LTP (Kelly et al., 2003; Vereker et al., 2000). Ademas, en ratas de edad
avanzada, en las cuales la concentracion de IL-1B es elevada, se atenua el incremento en la
liberacion de glutamato asociado a LTP. También, se determind que puede afectar la liberacién

de glutamato durante el proceso de consolidacién de la memoria (Gonzalez et al., 2013).

Considerando estos antecedentes y la importancia de conocer los mecanismos moleculares
involucrados en la reconsolidacién de la memoria sobre los cuales podria incidir IL-1pB,

decidimos estudiar su efecto sobre la liberacién de glutamato.

Con el fin de evaluar la liberacién de glutamato luego de la reactivacién de la memoria de
miedo contextual, dos grupos de animales fueron entrenados y 24 h después uno de los grupos
fue re-expuesto al contexto de entrenamiento (grupo reactivado, R) y el otro grupo no (no
reactivado, NR) (Fig. 15). Se administréd SAL en ambos grupos: el grupo R recibid la infusién
inmediatamente después de la reactivacion y el grupo NR 24 h después del entrenamiento. Diez
min después, se procedid a la diseccién de HD y a la purificacién de sinaptosomas. La liberacidn
de glutamato inducida por 4-AP fue evaluada en sinaptosomas obtenidos de HD mediante un
ensayo fluorométrico. El andlisis estadistico indicé que la liberacién de glutamato fue
significativamente mayor en el grupo R respecto del grupo NR [t = 5,23; df = 7; p<0,005] (Fig.
15).
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Figura 15. Liberacién de glutamato durante el proceso de reconsolidacién de la memoria.
A. Esquema experimental. B. Los grupos reactivado y sin reactivar fueron sacrificados 10 min
después de la infusidn de salina. Los valores registrados se expresan como la media (a los 8
min) + EEM Test T # p<0,005 respecto del grupo NR (n=4-5 por grupo). C. Curvas
representativas de la liberaciéon de glutamato, correspondientes a los distintos grupos
experimentales.

A continuacién se estudio el efecto de la citocina sobre la liberacién de glutamato luego de la
reactivacion de la memoria. Distintos grupos de animales fueron inyectados en HD con SAL o IL-
1B inmediatamente después de la sesion de reactivacion. La liberacidon de glutamato en los
animales tratados con IL-18 fue menor que la observada en animales controles (Fig. 16). El
efecto de IL-1B observado es especifico de la reactivacion de la memoria debido a que la
administracion de la citocina en un grupo no reactivado no difiere del control en las mismas

condiciones [t=0,54; df=4; p=0,61].

Con el fin de determinar el efecto de a-MSH sobre la liberacidn de glutamato, diferentes grupos
de animales fueron tratados con salina, IL-1B y/o a-MSH inmediatamente después de la
reactivacion de la memoria. La administracion de a-MSH no indujo cambios en la liberacion de
glutamato pero revirtio el efecto de IL-1B (Fig. 16). El ANOVA de una via reveld un efecto

significativo del tratamiento [F(3,14) = 9,54; p < 0,005]. El analisis post hoc de Newman Keuls
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indicé que los niveles de liberacion de glutamato del grupo IL-1B eran significativamente

diferentes de los otros grupos (p < 0,05) (Fig. 16).
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Figura 16. Efecto de los distintos tratamientos sobre la liberacién de glutamato luego de la
reactivacion de una memoria contextual de miedo A. Esquema experimental. B. Después de
la reactivacién de una memoria de miedo contextual los animales recibieron los distintos
tratamientos y fueron sacrificados 10 min después. Los valores registrados se expresan como
la media (a los 8 min) £+ EEM. ANOVA de una via, seguido de Newman Keuls # p<0,05 vs. los
otros grupos (n=4-7 por grupo). C. Curvas representativas de la liberacion de glutamato,
correspondientes a los distintos grupos experimentales.

Il- Efecto de los distintos tratamientos sobre el influjo de calcio

Numerosa evidencia indica que las citocinas pueden interactuar con canales idnicos, regulando
la excitabilidad neuronal (Viviani et al., 2007). Especificamente, se ha demostrado que IL-1B
inhibe canales de calcio voltaje dependientes y que este efecto podria estar relacionado a su
habilidad para reducir la liberacién de neurotransmisores y en consecuencia la transmision

sindptica (Murray et al., 1996; Plata-Salaman y Ffrench-Mullen, 1994). En particular, un estudio
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realizado en ratas de edad avanzada demostré que IL-1B tiene un efecto inhibitorio sobre el
influjo de calcio y liberacion de glutamato de sinaptosomas hipocampales (Murray et al., 1996).
Por otra parte, ha sido descripto que las corrientes de calcio pueden ser moduladas por una
variedad de hormonas y neurotransmisores (Catterall, 2000). La unién de a-MSH a sus
receptores puede inducir un incremento del AMPc y la activacion de PKA, los cuales podrian
modular canales de calcio disparados por voltaje y el influjo de calcio (Bean et al., 1984). Se ha
demostrado también, en células HEK293 que expresan ya sea el receptor MC3 o el receptor
MC4 tratadas con a-MSH un aumento en la concentracidon de calcio intracelular (Mountjoy
et al., 2001).

En base a estos antecedentes, es probable que IL-1B disminuya la liberaciéon de glutamato
alterando el influjo de calcio y que a-MSH puede revertir este efecto.

Se determiné influjo de calcio en sinaptosomas purificados de HD incubados con el indicador
Fluo-3AM. Luego de la incubacidn, se lavd el exceso de indicador en cada muestra y la solucién
de sinaptosomas resultantes fue colocada en el fluorémetro a 37 °C y en agitacidon constante.
Unos min después, se indujo la despolarizacién mediante 4-AP y de este modo se pudo evaluar
la entrada de calcio al terminal pre-sinaptico a través del incremento en la sefial de

fluorescencia debida a la unidn del calcio al indicador Fluo-3AM.

En primera instancia se evalud si la reactivacion de la memoria producia cambios en la entrada
de calcio al terminal pre-sindptico. Se midid el influjo de calcio en sinaptosomas purificados de
HD de un grupo de animales no expuestos a la sesién de reactivacion (NR) y de un grupo
expuesto a la misma (grupo R), tratados con SAL. El test T mostro diferencias significativas (t =
5,23; df = 6; p<0,005) en los niveles de calcio entre los grupos NR y R (Fig. 17). Podemos
concluir que se produce un aumento en la entrada de calcio al terminal pre-sindptico luego de
la reactivacién de la memoria, lo que se correlacionaria con el incremento observado en la

liberacion de glutamato.
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Figura 17. Influjo de calcio al terminal sinaptico luego de la reactivacion de una memoria
de miedo contextual. A. Esquema experimental. B. Los grupos reactivado y sin reactivar
fueron sacrificados 10 min después de la infusién con salina. Los valores registrados se
expresan como la media (a 1 min) + EEM. Test T # p<0,005 respecto del grupo NR (n=3-5 por
grupo). C. Curvas representativas del influjo de calcio, correspondiente a distintos grupos
experimentales. El influjo de calcio dependiente del voltaje fue inducido por 4AP (flecha).
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A continuacién se evaluo el efecto de IL-1B sobre el influjo de calcio determinado luego de la
reactivacion de la memoria. Para ello, animales entrenados y cuya memoria fue reactivada,
fueron tratados con SAL (SAL+SAL) o IL-1B (IL-1B+SAL) inmediatamente después de la
reactivacion. En los sinaptosomas obtenidos del grupo infundido con IL-1B se observd un influjo

de calcio menor al grupo control (Fig. 18).

Se determind ademas el efecto de a-MSH sobre la disminucion en el influjo de calcio observada
luego del tratamiento con IL-1B. El tratamiento con a-MSH revirtié el efecto de IL-1B sobre el
influjo de calcio luego de la reactivacidon de la memoria. El analisis estadistico (ANOVA de una
via) reveld una diferencia significativa en el tratamiento [F(5,21) = 13,45; p < 0,001]. El andlisis

post hoc de Newman-Keuls indicé que el influjo de calcio en el grupo tratado con IL-1B fue
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significativamente diferente a los otros grupos (p < 0,05); ademas, los grupos a-MSH+SAL e IL-

1B+a-MSH no son estadisticamente diferentes del grupo control (SAL+SAL).

Para determinar el MCR involucrado en el efecto de a-MSH se emplearon dos antagonistas de
dichos receptores: SHU9119 (antagonista de los receptores MC3/MC4) y HS014 (antagonista
selectivo del receptor MC4). Se administraron los tratamientos: IL-1f + SHU9119 + a-MSH (IL-
1B/SHU+a-MSH), IL-1B + HS014 + a-MSH (IL-1B/HS+a-MSH), SHU9119 + SAL (SHU+SAL) o HS014
+ SAL (HS+SAL) luego de la sesidn de reactivacién de la memoria (Fig. 18). El influjo de calcio fue
significativamente diferente en el grupo tratado con IL-1B/SHU+a-MSH respecto a los grupos
tratados con IL-1B+SAL y SAL+SAL (p<0.05), es decir, el tratamiento con el antagonista
SHU9119 revierte parcialmente el efecto de a-MSH. El andlisis estadistico, también, reveld que
el grupo tratado con IL-1B/HS+MSH no es estadisticamente diferente del grupo SAL+SAL, ni del

grupo IL-1B+a-MSH, indicando que el bloqueo del receptor MC4 no revirtié el efecto de a-MSH.

Debido a que la inyeccién de SHU9119 produce una reversién parcial del efecto de a-MSH
sobre la reduccidn en el influjo de calcio inducida por IL-1B y que HSO14 no revierte el efecto de
la melanocortina, es posible que a-MSH produzca su efecto mediante la activaciéon del receptor

MC3.
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Figura 18. Efecto de IL-1 B sobre el influjo de calcio luego de la reactivacion de una
memoria contextual de miedo. Modulacién por a-MSH y receptores melanocortinérgicos
involucrados. A. Esquema experimental. B. Después de la reactivacion de una memoria de
miedo contextual los animales recibieron los distintos tratamientos y fueron sacrificados 10
min después. Los valores registrados se expresan como la media (a 1 min) £ EEM. ANOVA de
una via # p<0,05 respecto de los otros grupos, *p<0,05 respecto de SAL+SAL e IL-1B+SAL
(n=4-5 por grupo). C. Curvas representativas del influjo de calcio, correspondiente a los
distintos grupos experimentales. El influjo de calcio dependiente del voltaje fue inducido por
4AP (flecha).

Conclusiones del capitulo: durante la reconsolidacion de una memoria contextual de miedo se

produjo un aumento en el influjo de calcio en sinaptosomas hipocampales, que probablemente
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estaria correlacionado con el incremento en la liberacion de glutamato observado. IL-16 reduce
la entrada de calcio al terminal sindptico y en consecuencia la liberacion de glutamato luego de
la reactivacion de la memoria. a-MSH revierte el efecto de IL-18 sobre el influjo de calcio (a
través de la activacion del receptor MC3) y la liberacidon de glutamato, lo que podria ser un

mecanismo clave para impedir el deterioro sobre el proceso de reconsolidacion de la memoria.
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I- Efecto de los distintos tratamientos sobre la fosforilacion de ERK2

Los procesos pldsticos en memoria, entre los que se encuentran la LTP, sinaptogénesis y
neurogenesis, entre otros; requieren de proteinas quinasas, enzimas que transfieren grupos
fosfatos a una proteina en un sitio especifico (serina, treonina o tirosina). Numerosos estudios
han correlacionado las quinasas con procesos de memoria y aprendizaje. Se describid que estas
proteinas son capaces de regular la transmisidn sindptica alterando las propiedades de los
canales idnicos o su densidad, o afectar la estructura sindptica o la sinaptogenesis al alterar la
sintesis de determinadas proteinas (Giese y Mizuno, 2013). Dentro de estas quinasas se
encuentra la familia de MAPK. Esta familia consiste en 7 quinasas: ERK 1, 2 y 5; quinasas n-
terminales c-Jun (JNKs) 1-3 y p-38 (Giese y Mizuno, 2013). ERK 1/2 estan involucradas en la
sefializacidon necesaria para el proceso de consolidacién de la memoria (Chwang et al., 2007),
asi como en procesos inducidos por la evocacién de la memoria. Se observé que la fosforilacion
de ERK 1/2 es necesaria para la reconsolidaciéon de una memoria de reconocimiento de objetos

(Kelly et al., 2003), de miedo auditivo (Duvarci et al., 2005) y contextual (Chen et al., 2005).

IL-1B es capaz de modular la activacién de ERK 1/2 en cultivo de microglia de hipocampo (Saud
et al., 2005), al igual que en el proceso de consolidacién de una memoria (Gonzalez et al.,
2013). Por otro lado, se ha observado que a-MSH produce activacion de la via de MAPK/ERK en
diferentes modelos experimentales. Un agonista del receptor MC4, melanotan Il, incrementd
los niveles de ERK1/2 en vivo (Sutton et al., 2005), y un analogo sintético de las MCs, indujo
incrementos dosis dependientes en la activacion de las ERK en células CHO-K1 (Vongs et al.,

2004).

Teniendo en cuenta que IL-1B afecta el proceso de reconsolidacién de la memoria contextual
de miedo y con la intencién de establecer los mecanismos moleculares sobre los que actua, nos
propusimos evaluar posibles cambios en la activacion de la via ERK1/2. Ademas, de acuerdo a
los antecedentes mencionados, estudiamos la modulacién de a-MSH sobre los efectos de IL-1B

en la activacion de ERK1/2.
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Se evalud la fosforilacion de ERK2 en diferentes grupos de ratas entrenadas y re-expuestas al
contexto (para la reactivacion de la memoria) tratadas inmediatamente con SAL o IL-1B vy
sacrificadas 15, 30 o 60 min después, mediante western blot. La reactivacidon de la memoria
indujo cambios en la fosforilacion de ERK2 a los distintos tiempos como revel6 el ANOVA de dos
vias [F(2,28) = 41,31; p < 0,001]. El ANOVA demostré un efecto del tratamiento [F(1,28) = 5,67;
p < 0,05], pero no en la interaccién entre tratamiento y el tiempo [F(2,28) = 1,29; p = 0,29] (Fig.
19). Los patrones de cambios en la fosforilacién de ERK a lo largo del tiempo son similares en
ambos grupos. Sin embargo, se observé una reduccién en el nivel de p-ERK2 en el grupo tratado
con IL-1B en comparacidn con el grupo tratado con salina a los 30 min. Para comparar estos
grupos se realizé un analisis de contrastes dentro del ANOVA (Montgomery, 2001) que indicé
una diferencia significativa entre ambos grupos [F(1,10) = 7,52; p < 0,05]. El efecto de IL-1B
observado es especifico de la reactivacion de la memoria debido a que la administracion de la
citocina en un grupo no reactivado y sacrificado 30 min después no difiere del control en las

mismas condiciones [t=1,04; df=5; p=0,36].
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Figura 19. Efecto de IL-1B sobre la fosforilacion de ERK2 luego de la reactivacion de una

memoria contextual de miedo. A. Esquema experimental. B. Después de la reactivacién de

la memoria los animales fueron tratados con SAL o IL-1B y sacrificados 15, 30 o 60 min

después. La fosforilacion de ERK2 se evaludé en homogenato total de HD por western blot.

Los valores se expresan como la media de la relacion p-ERK2/ERK2 + EEM, # p<0.05 respecto

de SAL 30 min (n=5-7 por grupo). C. Western blot representativo de los niveles de p-ERK2 y

de ERK2 total.

A continuacion evaluamos el efecto de a-MSH sobre la disminucion de la fosforilacion de ERK2

producida por IL-1B, 30 min después de la reactivacién de la memoria. Los animales fueron

tratados, después de la sesidn de reactivacidon de la memoria, con: salina (SAL+SAL), IL-1B (IL-

1B+SAL), a-MSH (a-MSH+SAL) o IL-1B y a-MSH (IL-1B+a-MSH). La inyeccién de a-MSH en HD

luego del tratamiento con IL-1B produjo niveles de p-ERK2 similares a los observados en el

grupo control (Fig. 20). El ANOVA de una via indicé un efecto significativo del tratamiento

[F(3,22) = 4.54; p < 0.05] y el test de Newman-Keuls demostré que IL-13 reduce de manera

significativa la fosforilacion de ERK2 en comparacién a los otros grupos (p < 0,05) y el

tratamiento con o-MSH revierte este efecto (p < 0,05). No se observaron diferencias

significativas entre los grupos tratados con SAL+SAL, SAL+a-MSH e IL-1B+a-MSH.
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Figura 20. Efecto de a-MSH sobre la disminucidn en la fosforilacion de ERK2 inducida por IL-
1B luego de la sesidon de reactivacion de una memoria contextual de miedo. A. Esquema
experimental. B. los animales recibieron los distintos tratamientos luego de la reactivacién de
la memoria y fueron sacrificados 30 min después. Los valores se expresan como la media de la
relacién p-ERK2/ERK2 + EEM, # p<0.05 respecto de los otros grupos (n=5-6 por grupo). C.
Western blot representativo de los niveles de p-ERK2 y de ERK2 total.

ll- Efecto de los distintos tratamientos sobre la expresion de zif-268

La via de MAPK/ERK puede conducir a la activacion de la proteina CREB y al factor Elk-1. ERK
1/2 a través de la fosforilacion de CREB puede inducir un incremento en los niveles de zif268,
entre otras proteinas efectoras, en hipocampo (Bozon et al., 2003; Davis et al., 2000). Zif268
también conocido como Egr-1 es un gen de expresion temprana (IEG) que codifica al factor de
transcripcién dedos de zinc (zif268). La expresién de la proteina zif268 ha sido relacionada con
la induccion de la LTP (Cole et al., 1989), asi como con el proceso de reconsolidacidon de una
memoria contextual de miedo (Hall et al., 2001). IL-1B es capaz de inducir la expresion de zif268
en queratinocitos epidérmicos humanos (Lukiw et al., 1998). Por otro lado, a-MSH puede

inducir un incremento en la expresién de zif268 en modelos de isquemia cerebral (Giuliani
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et al., 2009) y de la enfermedad de Alzheimer, a través de la activacién del receptor MC4

(Giuliani et al., 2014).

Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos estudiar el efecto de IL-1B sobre la
expresion de zif268 en la reconsolidacion de una memoria contextual de miedo, asi como la

posible modulacién por a-MSH.

Se evalud la expresion del factor de transcripcion zif268 en HD mediante western blot a
diversos tiempos luego de la sesidn de reactivacion. Diferentes grupos de animales fueron
expuestos al contexto de condicionamiento, 24 h después del entrenamiento e inyectados
inmediatamente después con salina o IL-1B y sacrificados inmediatamente, 30 o 60 min

después.

Los resultados mostraron un incremento en la expresidon de zif268 a los 30 min que se mantuvo
hasta los 60 min luego de la reactivacién, en el grupo control. En el grupo de animales que
recibié la infusion de IL-1PB, la expresién de zif268 fue menor que en el grupo control a los 60
min (Fig. 21). El ANOVA de dos vias indicé una interaccidn significativa entre tratamiento y
tiempo [F(2,28) = 3,61; p <0,05]. El andlisis post hoc reveld un incremento significativo en la
expresion de zif268 30 y 60 min después de la reactivacién en relacién al tiempo 0 (p<0,005) en
el grupo control. En los animales tratados con IL-1B los niveles de expresidon de zif268 a los 60
min fueron significativamente diferentes de los controles (Fig. 21). El efecto de IL-1p observado
es especifico de la reactivacién de la memoria debido a que la administracion de la citocina en
un grupo no reactivado y sacrificado 60 min después no difiere del control en las mismas

condiciones [t=0,74; df=5; p=0,49].
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Figura 21. Efecto de IL-1B sobre la expresion de zif268 luego de la reactivaciéon de una
memoria contextual de miedo. A. Esquema experimental. B. Después de la reactivacién de
una memoria de miedo contextual los animales fueron tratados con salina (SAL) o IL-1B vy
sacrificados inmediatamente, 30 o 60 min después. Los valores se expresan como la media
de la relacidn zif268/actina + EEM, # p<0.05, *p<0,005 respecto del grupo SAL 0 min (n=5-6
por grupo). C. Western blot representativo de los niveles de zif268 y de actina.

En animales tratados con a-MSH los niveles de expresiéon del factor de transcripcion 60 min
después de la reactivacion de la memoria fueron similares a los controles (Fig. 22). E| ANOVA de
una via indicé un efecto significativo del tratamiento [F(3,21) = 5,05; p <0,01]. El test de
Newman-Keuls demostré que IL-1B redujo significativamente la expresion de zif268 en relacion
al grupo control (p<0,05) y que no hubo diferencias significativas entre los grupos tratados con

SAL+SAL, SAL+a-MSH e IL-1B+a-MSH.
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Figura 22. Efecto de a-MSH sobre la disminucidn en la expresion de zif268 inducida por IL-
1B luego de la sesidn de reactivacion de una memoria contextual de miedo. A. Esquema
experimental. B. Después de la reactivacion de una memoria de miedo contextual los
animales recibieron los distintos tratamientos y fueron sacrificados 60 min después. Los
valores se expresan como la media de la relacidn zif268/actina + EEM, # p<0,05 respecto de
los otros grupos (n=6-7 por grupo). C. Western blot representativo de los niveles de zif268 y
de actina.

Conclusiones del capitulo: durante el proceso de reconsolidacion de la memoria se observa un
aumento en la fosforilacion de ERK2 y en los niveles del factor zif268. IL-16 produce una
disminucion en la activacion de ERK2 y en la expresion de zif268 luego de la reactivacion de una
memoria contextual de miedo. Dada la importancia de estos mediadores en el proceso de
reconsolidacion, los efectos descriptos podrian ser parte de los mecanismos a través de los

cuales la citocina interfiere en este proceso. a-MSH es capaz de revertir estos efectos.
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El proceso de reconsolidacion de la memoria genera cambios estructurales en el nimero y tipo
de espinas dendriticas. El trafico de los receptores AMPA dentro y fuera de la membrana post-
sindptica contribuye a esta forma de plasticidad (McKinney et al., 1999). Para la expresion del
receptor AMPA en la superficie celular se requiere la fosforilacién de la subunidad GIuAl en la
serina 845 (p-Ser845 GluAl), la cual es dependiente de PKA (Esteban et al., 2003; Monfils et al.,
2009) como también en la serina 831 (p-Ser831 GluA1l), que es dependiente de CaMKIl y PKC
(Shepherd y Huganir, 2007). Recientemente, mediante el paradigma de evitacién inhibitoria, se
observé un incremento en la fosforilacion de GIuAl en la serina 831 y la serina 845 luego de la
reactivacion de la memoria (Fukushima et al., 2014). IL-1p3 fue capaz de afectar la fosforilacidn y
expresion en superficie de receptores AMPA en un cultivo primario de neuronas de hipocampo
(Lai et al., 2006). Por otro lado, la activacién del receptor MC4 puede favorecer el trafico de
receptores AMPA hacia la superficie celular, a través de la fosforilacién de GIuAl en la Serina

845, de manera dependiente de AMPc/PKA (Shen et al., 2013).

Nos propusimos evaluar la fosforilacion de la subunidad GIuAl del receptor AMPA en serina
831 y serina 845, su expresion en la superficie celular y el nivel de expresion total de esta
subunidad luego de la reactivacién de una memoria contextual de miedo. Ademas, teniendo en
cuenta antecedentes previos, decidimos evaluar el efecto de IL-1B sobre los parametros

mencionados y la posible modulacién por a-MSH.

I- a) Efecto de los distintos tratamientos sobre la fosforilacion de la subunidad

GluAl en Serina 831

Para determinar el efecto de IL-1B sobre la fosforilacion de la subunidad GIluAl del receptor
AMPA en serina 831 (dependiente de CaMKIl /PKC) luego de la reactivacion de la memoria,
distintos grupos de animales fueron inyectados en HD con salina (SAL) o IL-1B y sacrificados
inmediatamente, a los 30 o 60 min posteriores. Los niveles de p-Ser831 GluAl fueron

determinados mediante western blot y normalizados a los valores de actina para cada muestra.
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En el grupo control se observé un incremento en los niveles de p-Ser831 GluAl 60 min después
de la reactivacion de la memoria. En el grupo tratado con IL-1B no se observd este aumento
(Fig. 23). EI ANOVA de dos vias indicé que existen diferencias en el tratamiento [F(1,25) = 6,86;
p <0,05], tiempo [F(2,25) = 5,84; p <0,01] y en la interaccion de las variables [F(2,25) = 7,33; p
<0,005]. El test post hoc de Newman Keuls indicé que el grupo SAL 60 min es significativamente
diferente de los grupos SAL 0 min y 30 min, y del grupo IL-1B 60 min. Estos resultados sugieren
que IL-1B es capaz de impedir el incremento en la fosforilacion de GIuAl en serina 831

observado luego de la reactivaciéon de una memoria contextual de miedo.
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Figura 23. Efecto de IL-1PB sobre la fosforilacion de la subunidad GluA1l del receptor AMPA
en serina 831 luego de la reactivacion de la memoria. A. Esquema experimental. B. Después
de la reactivacion de una memoria de miedo contextual los animales fueron tratados con
salina (SAL) o IL-1B y sacrificados inmediatamente, 30 o 60 min después. Los valores se
expresan como la media de la relacidén p-Ser831GluAl/actina + EEM, # p<0,01 respecto de
SAL 0 min y SAL 30 min, *p<0,005 (n=4-7 por grupo). C. Western blot representativo de los
niveles de p-Ser831 GluAl y de actina.
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La administraciéon de a-MSH no produjo cambios en los niveles de p-Ser831 GluAl, ni revirtié la
disminucion producida por IL-1B8 en este proceso (Fig. 24). El ANOVA de una via mostré un
efecto significativo del tratamiento [F(3,23) = 4,63; p <0,05]. El test post hoc Newman Keuls
indicd que el grupo SAL+SAL es significativamente diferente de los grupos IL-13+SAL e IL-1B+a-
MSH pero no del grupo SAL+a-MSH.
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Figura 24. Efecto de a-MSH sobre la disminucién de p-Ser831 GluAl inducido por IL-1B
luego de la reactivacion de la memoria contextual. A. Esquema experimental. B. Después
de la reactivacion de una memoria de miedo contextual los animales recibieron los distintos
tratamientos y fueron sacrificados 60 min después. Los valores se expresan como la media
de la relacion p-Ser831GluAl/actina = EEM, # p<0,05 respecto de los otros grupos, (n=5-8).

C. Western blot representativo de los niveles de p-Ser831GluAl y de actina.

I- b) Efecto de los distintos tratamientos sobre la fosforilacion de la subunidad
GluAl en serina 845

El esquema experimental fue similar al descripto anteriormente para determinar la fosforilacion
de la subunidad GluAl del receptor AMPA en la serina 831. En el grupo control se observé un

incremento marcado en los niveles de p-Ser845 GIluA1l 60 min luego de la reactivacién, el cual
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no se observd en el grupo tratado con IL-1B (Fig. 25). El ANOVA de dos vias determiné que
existe un efecto significativo del tratamiento [F(1,36) = 5,15; p <0,05], tiempo [F(2,36) = 6,03; p
<0,01] e interaccion entre las variables [F2,36) = 8,14; p <0,001]. El test Newman Keuls reveld
una diferencia significativa entre el grupo SAL 60 min y los grupos SAL O min y SAL 30 min. El
grupo tratado con IL-1B y sacrificado 60 min después de la reactivacion es estadisticamente

diferente del grupo control a ese tiempo (Fig. 25).
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Figura 25. Efecto de IL-1PB sobre la fosforilacion de la subunidad GluA1l del receptor AMPA
en serina 845 luego de la reactivacion de la memoria. A. Esquema experimental. B. Después
de la reactivacidn de una memoria de miedo contextual los animales fueron tratados con
salina (SAL) o IL-1B y sacrificados inmediatamente, 30 o 60 min después. Los valores se
expresan como la media de la relacion p-Ser845 GluAl/actina * EEM, # p<0,001 respecto de
SAL 0 min y SAL 30 min, *p<0,001 (n=4-9 por grupo). C. Western blot representativo de los
niveles de p-Ser845 GluAl y de actina.

El tratamiento con a-MSH revirtio el efecto de la citocina sobre la fosforilacion de GluAl en la
serina 845, 60 min luego de la reactivacidon (Fig 26). EI ANOVA de una via demostré una

diferencia significativa del tratamiento [F(3,22) = 8,43; p <0,001]. El test post hoc indicd que IL-
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1B redujo de manera significativa la fosforilacion de GIuAl en serina 845 en comparacién a los
otros grupos analizados y no se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados

con SAL+SAL, SAL+a-MSH e IL-1B+a-MSH.
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Figura 26. Efecto de a-MSH sobre la disminucion de p-Ser845 GluAl inducida por IL-1B
luego de la reactivacion de la memoria contextual. A. Esquema experimental. B. Después
de la reactivacidn de una memoria de miedo contextual los animales recibieron los distintos
tratamientos y fueron sacrificados 60 min después. Los valores se expresan como la media
de la relacion p-Ser845GluAl/actina + EEM, # p<0,05 respecto de los otros grupos, (n=5-8).
C. Western blot representativo de los niveles de p-Ser845 GluAl y de actina.

Il- Efecto de los distintos tratamientos sobre la expresion en la superficie

celular de la subunidad GluA1l del receptor AMPA.

IL-1B es capaz de disminuir el incremento observado en la fosforilacion de la subunidad GluAl
del receptor AMPA en la Serina 831 y la Serina 845, 60 min después de la reactivacién de la
memoria. Este efecto podria inducir una disminucién de la insercién del receptor AMPA en la
superficie celular. Se determind la expresidon de GluAl en superficie (GluAl-s) por western blot

de muestras biotiniladas. Para estudiar el efecto de IL-1B sdlo o en combinaciéon con a-MSH
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sobre GluAl-s, los animales fueron inyectados con salina, IL-18, a-MSH o IL-1B+a-MSH
inmediatamente después de la reactivacion de la memoria y sacrificados a los 60 min. El ANOVA
de una via reveld diferencias significativas en el tratamiento [F(3,25) = 3,81; p <0,001]. El test
Newman-Keuls indicé que el grupo IL-1B es estadisticamente diferente de los otros grupos y no

se observaron diferencias entre los grupos SAL+SAL, SAL+a-MSH e IL-1B+a-MSH (Fig. 27).
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Figura 27. Efecto de los distintos tratamientos sobre los niveles de GluAl-s luego de la
reactivacion de la memoria contextual. A. Esquema experimental. B. Después de la
reactivacién de una memoria de miedo contextual los animales recibieron los distintos
tratamientos y fueron sacrificados 60 min después. Los valores se expresan como la media
de la relacion GluAl-s/actina £ EEM, # p<0,05 respecto de los otros grupos (n=5-8 por
grupo). C. Western blot representativo de los niveles de GluAl-sy de actina.

lll- Expresion de GluAl total

Se evalud el nivel de expresion de la subunidad GluAl del receptor AMPA en HD mediante
western blot. Diferentes grupos de animales fueron expuestos al contexto de
condicionamiento, 24 h después del entrenamiento e inyectados inmediatamente con salina o

IL-1B. Se sacrificaron inmediatamente, 30 o 60 min después. Los resultados mostraron un
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incremento en los niveles de GIuAl en el grupo control a los 60 min (Fig. 28). El ANOVA de dos
vias indico una diferencia significativa en el tratamiento [F(1,34) = 6,81; p <0,05], en el tiempo
[F(2,34) = 4,18; p <0,05] y en la interaccién [F(2,34) = 5,62; p <0,01]. El analisis post hoc reveld
un incremento significativo en la expresién de GluAl en el grupo control a los 60 min en
relacidn a los tiempos 0 min y 30 min. La expresion de GluAl en el grupo tratado con IL-1f fue

significativamente diferente al grupo SAL a los 60 min (Fig. 28).
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Figura 28. Efecto de IL-1B sobre los niveles de expresion de GluA1l luego de la reactivacién
de la memoria. A. Esquema experimental. B. Después de la reactivacién de una memoria de
miedo contextual los animales recibieron los distintos tratamientos y fueron sacrificados
inmediatamente, 30 o0 60 min después. Los valores se expresan como la media de la relacién
GluAl/actina + EEM, # p<0.05 respecto de SAL 0 min y 30 min * p<0,01 (n=5-9 por grupo). C.
Western blot representativo de los niveles de GIuAl y de actina.

El tratamiento con a-MSH revierte el efecto de IL-1B sobre la disminucién en la expresién de la
subunidad GIuAl en HD (Fig. 29). El ANOVA de una via demostrd una diferencia significativa en
el tratamiento [F(3,19) = 4,15; p <0,05]. El test de N-K indicd que el grupo tratado con IL-1 es

estadisticamente diferente de los otros grupos analizados (Fig. 29).
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Figura 29. Efecto de a-MSH sobre la disminucion en los niveles de GIuAl por IL-1p después
de la reactivacion de una memoria de miedo contextual. A. Esquema experimental. B.
Después de la reactivacién de una memoria de miedo contextual los animales recibieron los
distintos tratamientos y fueron sacrificados 60 min después. Los valores se expresan como la
media de la relacién GluAl/actina + EEM, * p<0,05 respecto de los otros grupos, (n=5-7 por
grupo). C. Western blot representativo de los niveles de GIuAl y de actina.

Conclusiones del capitulo: durante el proceso de reconsolidacion de la memoria se observa un
aumento en la fosforilacion de la subunidad GIluA1 del receptor AMPA en los sitios Ser-831 y Ser-
845, en la expresion en superficie de esta subunidad y en su expresion total. IL-18 impide estos
cambios luego de la reactivacion de una memoria contextual de miedo. a-MSH revierte el efecto
de la citocina sobre la fosforilacion en Ser-845 GluAl (dependiente de la fosforilacion de PKA)
pero no sobre la fosforilacion en Ser-831GluA1 (dependiente de la fosforilacion de CaMKll /PKC).

Ademads revierte el efecto de IL-18 sobre la expresion en superficie y total de GIuAl.
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Ha sido ampliamente demostrado que el SI modula el funcionamiento del sistema nervioso.
Cuando el Sl se activa por una infeccidn, lesidn o en condiciones inflamatorias crdnicas, asi como
situaciones estresantes crénicas o severas, células de la glia y/o algunas poblaciones de neuronas
pueden secretar altos niveles de citocinas pro-inflamatorias y producir efectos perjudiciales
sobre la memoria, la plasticidad y la neurogénesis. Ademas, patologias que cursan con niveles
periféricos de citocinas elevados como las enfermedades autoinmunes o la administracidén con
fines terapéuticos, se asocian a alteraciones cognitivas, en particular con déficits en el
aprendizaje y la memoria (Yirmiya y Goshen, 2007).

El efecto de IL-1B durante las etapas de aprendizaje y consolidacién de la memoria ha sido
ampliamente estudiado (Pugh et al. 1999; Pugh et al. 2001; Gonzalez et al. 2009; Hein et al.
2010). Sin embargo el efecto del tratamiento con IL-1p sobre el proceso de reconsolidacion de la
memoria ha sido menos investigado (Machado et al. 2010; Kranjac et al. 2012). El proceso de
reconsolidacion de la memoria podria tener beneficios adaptativos al incorporar nueva
informacién durante la evocacién de la memoria. Ademas, permite disminuir o fortalecer un
recuerdo. La posibilidad de modificar los recuerdos no deseados o traumaticos, convierten a la
reconsolidacion de la memoria en un proceso con potencial terapéutico para el tratamiento de

diversos trastornos psiquiatricos (Soeter & Kindt 2010; Schwabe et al. 2012).

Las MCs son potentes agentes anti-inflamatorios en el SNC, ya que pueden contrarrestar o
impedir efectos de las citocinas, actuando sobre su sintesis o mecanismos de accion (Catania
et al. 2010; Caruso et al. 2014). En particular a-MSH a través de la activacidon del receptor
melanocortinérgico MC4 es capaz de modular el efecto de IL-1B sobre el proceso de

consolidacién de la memoria (Gonzalez et al. 2009).

En primera instancia se determiné el efecto de IL-1B sobre el proceso de reconsolidacién de una
memoria de miedo contextual, evaluando los cambios en la expresién de dicha memoria medida
como el porcentaje de tiempo de congelamiento. IL-1B se administré en HD inmediatamente
después de la sesion de reactivacion. Los resultados demuestran que IL-1B disminuye la retencion

de una memoria de miedo contextual respecto del grupo control durante la sesién de test. IL-1
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incidiria especificamente sobre el proceso de reconsolidacién, ya que la administracion de la

citocina en HD no produce efecto alguno cuando la memoria no es reactivada.

Trabajos anteriores determinaron que IL-1 afecta la consolidacién de memorias dependientes
de hipocampo. Barrientos et al. (Barrientos et al. 2002) demostré que la administraciéon de IL-1B
interfiere particularmente en el procesamiento de la representacidn contextual. El hipocampo es
una estructura critica tanto para la consolidacion como asi también, para la evocacién vy la
reconsolidacién de memorias contextuales (Abel y Lattal, 2001). Si bien no existen evidencias que
demuestren que el efecto de IL-1B sobre la reconsolidacion de la memoria se debe a la
interferencia en el procesamiento de la representacidon contextual mediada por el hipocampo,

dados los antecedentes citados es probable que esto ocurra.

La reconsolidacidon de la memoria involucra una serie de procesos que se inician después de la
evocacion y se considera que estos procesos tienen lugar dentro de una ventana temporal luego
de la misma. Se examind la curva temporal del efecto de IL-1B en la reconsolidacion de la
memoria, mediante su administracion a diferentes tiempos después de la reactivacién de la
memoria. Los resultados indicaron que la administracion en HD de IL-1B hasta 60 minutos
después de la reactivacién interfiere con la reconsolidacion de la memoria. El deterioro inducido
por IL-1B en la reconsolidacidon no es consecuencia de un dafio en el hipocampo, ya que la
administracion de IL-1pB sin la reactivacion de la memoria o 120 min después de la reactivacion,
no afecta la respuesta de miedo condicionado.

Se determiné que el efecto de IL-1B sobre la retencién de la memoria persiste hasta una semana
después de la infusion de la citocina en HD.

Estos resultados constituyen la primera evidencia publicada del efecto de IL-1B sobre la
reconsolidacion de una memoria de miedo contextual (Machado et al., 2010). Resultados
similares fueron observados posteriormente con el tratamiento de LPS i.p.. El tratamiento con
LPS induce un aumento en la expresion de IL-1B en hipocampo (Bilbo et al. 2005) y deteriora
tanto la consolidacion como la reconsolidacion de una memoria de miedo contextual (Kranjac et

al., 2012).
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Por otro lado, el tratamiento con la melanocortina a-MSH revierte de manera significativa el
deterioro causado por IL-1B sobre la reconsolidacién de la memoria. Este claro efecto
neuroprotectivo podria estar mediado por receptores MC3 y/o MC4, detectados en numerosas
areas cerebrales, incluyendo el hipocampo (Mountjoy etal. 1994; Schioth 2001). La
administracion de SHU9119 (antagonista de los receptores MC3 y MC4) o HSO14 (antagonista
del receptor MC4) revierte el efecto de a-MSH sobre el deterioro inducido por IL-1B en la
reconsolidacion de la memoria, sugiriendo que a-MSH podria ejercer su efecto a través de la
activacion de estos receptores, en hipocampo. Trabajos anteriores de nuestro grupo
demostraron que o-MSH, a través del receptor MC4, revierte el efecto de IL-1B sobre la
consolidacién de la memoria (Gonzalez et al., 2009). Aunque las MCs han sido implicadas en
procesos de memoria (Mac Lay et al, 2001; Bertolini et al., 2009), la administracion en hipocampo
de a-MSH en la dosis descripta no produce efecto sobre la consolidacidon (Gonzalez et al., 2009)
o la reconsolidacién de una memoria de miedo contextual (Machado et al., 2010).

Los mecanismos moleculares involucrados en el proceso de reconsolidacion han sido estudiados
en distintos modelos experimentales (Tronson y Taylor, 2007). En este trabajo nos propusimos
evaluar en el paradigma de miedo asociado al contexto el efecto de IL-1B y a-MSH sobre algunos
de los mediadores que participan en la cascada de sefializacion de la reconsolidacién de la
memoria.

IL-1B genera un deterioro en la retencién de una memoria de miedo contextual administrada
hasta 60 minutos después de la reactivacién. Este periodo abarca desde mecanismos iniciales
como la liberacién de glutamato a mecanismos posteriores como sintesis proteica y cambios
estructurales implicados en la reconsolidacién de la memoria. Por lo tanto evaluamos la
liberacion de glutamato, activacion de ERK, expresién del factor de transcripcidn zif268 y
fosforilacidn, expresion en superficie y total de la subunidad GluAl del receptor AMPA.

En la reconsolidacion de la memoria es fundamental la activacion de los receptores
glutamatérgicos AMPA y NMDA, y por ende la liberacidén de glutamato. Para evaluar la liberacion
de glutamato se aislaron sinaptosomas de HD luego de la reactivacion y ademas en un grupo sin
reactivacion de la memoria, ambos infundidos con salina. Se observé un incremento en la

liberacion de glutamato en el grupo cuya memoria fue reactivada respecto del grupo sin
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reactivacion, indicando que la reactivacion de una memoria de miedo contextual induce un
aumento en la liberacion de glutamato. Si bien ha sido estudiada la participacion de receptores
glutamatérgicos en el proceso de reconsolidacion de la memoria a través del empleo de
antagonistas o evaluando su expresion (Przybyslawski & Sara 1997; Suzuki et al. 2004), la
determinacion de la liberacion de glutamato en correlacién con el proceso de reconsolidacién no
habia sido medida previamente. El tratamiento con IL-1p impide el incremento en la liberacién
de glutamato luego de la reactivacién de la memoria. Este efecto es especifico del proceso de
reconsolidacién, ya que IL-1 B no produce cambios en la liberaciéon de glutamato si la memoria
no ha sido reactivada. En concordancia se ha descripto que IL-1B es capaz de disminuir la
liberacion de glutamato en sinaptosomas de hipocampo luego de la LTP (Vereker et al., 2000;
Kelly et al., 2003) y durante la consolidacién de una memoria de miedo contextual (Gonzalez et
al., 2013). El efecto de IL-1B sobre la liberacion de glutamato en sinaptosomas de hipocampo es
mediado por el receptor IL-1RI (Murray et al., 1997). El receptor IL-1RI produce la activacién de
guinasas como p38 y JNK (Rothwell y Luheshi, 2000). La fosforilacién p38 media la disminucién
en la liberacién de glutamato inducida por IL-1B en la LTP (Coogan et al. 1999) y en el proceso de

consolidacién de la memoria (Gonzalez et al., 2013).

Por otra parte, IL-1B, mediante la activacién del receptor IL-1RI es capaz de modular el influjo
intracelular de calcio (Pita et al. 1999). IL-1B inhibe la apertura de canales de calcio voltaje
dependientes en hipocampo y este efecto podria estar relacionado con su capacidad de reducir
la liberacion de neurotransmisores y en consecuencia la transmisiéon sinaptica (Plata-Salaman &
Ffrench-Mullen 1994; Murray et al. 1996; MacManus 2000). En particular, se demostré que IL-1B
disminuye la liberacién de glutamato inhibiendo el influjo de calcio, en cortes de hipocampo pre-
tratados con la citocina por 15 minutos (Murray et al., 1996). Evaluamos si la reactivacién de la
memoria se correlacionaba con un incremento en el influjo de calcio a los sinaptosomas. Los
resultados demuestran que el influjo de calcio es mayor cuando la memoria ha sido reactivada.
El tratamiento con IL-1B redujo el influjo de calcio dentro del terminal sinaptico. Por lo tanto, es
posible que IL-1B afecte el proceso de reconsolidacién de la memoria disminuyendo el influjo de

calcio al terminal y por ende la liberacion de glutamato.
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Se ha demostrado que las corrientes de calcio podrian ser moduladas por una amplia variedad
de hormonas, neuropéptidos y neurotransmisores (Armstrong et al. 1991; Catterall 2000). La
activacion de receptores melanocortinérgicos por a-MSH puede inducir aumento de AMPc y
activacion de PKA. Se ha demostrado que el incremento en AMPc vy la fosforilacién de proteinas
por PKA son capaces de modular canales de calcio regulados por voltaje, provocando un aumento
en el influjo de calcio (Bean et al., 1984). Luego de la administracion de a-MSH en hipocampo
después de la reactivacion de la memoria no se observa el efecto de IL-1B sobre la liberacién de
glutamato, probablemente como consecuencia de la normalizacién en la concentracién de calcio.
Adicionalmente, a-MSH disminuye la fosforilacién de p38 en modelos experimentales de
inflamacién (Smalley & Eisen 2000; Yoon et al. 2003). En consecuencia, a-MSH podria inhibir los
efectos de IL-1B actuando directamente sobre los canales de calcio voltaje dependientes,
restaurando los niveles de calcio y la liberacién de glutamato, aunque también es posible que

actue inhibiendo las vias moleculares activadas por IL-1p.

La activacion de receptores MC3 y MC4 a nivel central puede modular las corrientes de calcio
actuando sobre canales de calcio dependientes de voltaje (Konda et al., 1994; Mountjoy et al.,
2001). El tratamiento con SHU9119 (antagonista MC3/MC4) produce niveles de influjo de calcio
significativamente diferentes del grupo IL-1B y del grupo control, es decir una reversién parcial
del efecto de la citocina, mientras que el empleo de HS014 (antagonista del receptor MC4) no
afecta la reversién del efecto de IL-1B por a-MSH. Estos resultados indican que a-MSH ejerce su
efecto sobre la entrada de calcio y sobre la liberacidn de glutamato posiblemente a través de la

activacion del receptor MC3.

La liberacidn de glutamato y la consecuente activacion de receptores NMDA generalmente
produce un aumento de la proteina quinasa ERK fosforilada. Particularmente, se ha demostrado
que el proceso de consolidacion induce un aumento en la fosforilacion de ERK en hipocampo de
manera dependiente de la activacion del receptor NMDA (Athos et al. 2002; Chwang et al. 2006).
En el proceso de reconsolidacién de la memoria también se evidencia un aumento en la
fosforilacién de ERK en hipocampo (Chen et al., 2005; Besnard et al., 2013) posiblemente por un

mecanismo similar. Por lo tanto, la reduccidn en la liberacién de glutamato inducida por IL-1B
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podria interferir en la fosforilacion de ERK durante la reconsolidacién de la memoria. Los
resultados indican que IL-1B produce una disminucién en la fosforilacién de ERK2 30 minutos
después de la reactivacion de la memoria. En concordancia, trabajos previos demostraron que el
tratamiento con IL-1B disminuye la fosforilacion de ERK en cultivos celulares (Saud et al., 2005) y

durante la consolidacion de una memoria de miedo contextual (Gonzalez et al., 2009).

La activacion de ERK puede inducir la expresion del factor de transcripcion zif268, a través de la
proteina CREB y el factor Elk-1 (Davis et al. 2000; Tronson & Taylor 2007). Zif268 es una de las
proteinas especificamente involucradas en la reconsolidacidn y su expresion aumenta durante
este proceso en memorias de reconocimiento de objetos y memorias de miedo asociadas al
contexto (Bozon et al., 2003; Lee et al., 2004; Besnard et al., 2013). Los resultados demuestran
un incremento en la expresion de zif268 a los 30 min que se mantuvo hasta los 60 min luego de
la reactivacion de la memoria en HD, en el grupo control. La administracion de IL-1B disminuye
el incremento en la expresion de zif268 60 minutos después de la sesién de reactivacion de la
memoria. Ha sido publicado, que la inyeccién i.p. de LPS en ratones produce un déficit en la
reconsolidacién de la memoria, inducido por un mecanismo independiente de zif268 (Kranjac et
al., 2012) ya que no se encontraron cambios en la expresion del ARNm de zif268 en hipocampo
4 h después de la administracion periférica de LPS. Las principales diferencias entre ambos
modelos son la via de administracidn y el tratamiento empleado, ya que, si bien LPS incrementa
los niveles de IL1-B y de otras citocinas en hipocampo, es dificil determinar la concentracidn
alcanzada. Finalmente, quizas el factor mas importante es el tiempo después de la reactivacién
en el que se determina el factor de transcripcion zif268. Este es un factor de transcripcion
temprana (Tronson y Taylor, 2007), y en coincidencia, observamos una disminucién en la proteina
zif268 60 minutos luego de la reactivacion de la memoria, mientras que en el trabajo de Kranjac
evaluan el trascripto a las 4 horas y no encuentran diferencias respecto de los controles. Se ha
determinado ademas que la administracién de LPS por viai.c.v. en ratones disminuye la expresion
de zif268 en corteza, pero no en hipocampo (Bonow et al., 2009). En esta publicacion los ratones

no fueron sujetos a ningun tipo de paradigma de condicionamiento, a diferencia de nuestro
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modelo en que la administracién de IL1-B se realiza inmediatamente después de la reactivacién

de la memoria.

Se evaluo el efecto de a-MSH sobre la activacidn de ERK2 y la expresidn de zif268 luego de la
administracion de IL-13, durante la reconsolidacion de la memoria. La administracién de a-MSH
en HD después del tratamiento con IL-1B restaura los niveles de p-ERK2. En concordancia, ha sido
publicado que esta melanocortina produce la activacion de la via de ERK en diferentes modelos
experimentales. La administracion de Melanotan Il, agonista del receptor MC4, produce un
aumento en la activacion de ERK1/2 y en la fosforilacién de CREB en un modelo de ingesta (Sutton
et al., 2005). Ademas, NDP-a-MSH, un analogo sintético de la melanocortina con actividad
bioldgica de larga duracién, induce un aumento dosis dependiente en la activacion de ERK en

células CHO-K1 y GT1-1 (Vongs et al., 2004).

La reduccién en la expresién de zif268 en HD inducida por IL-1B no se observa luego del
tratamiento con a-MSH. Se ha demostrado que las MCs son capaces de aumentar la expresion
de zif268 en diferentes modelos experimentales asociados a inflamacién. La isquemia a nivel
central produce dafio cerebral mediado por mecanismos excitotdxicos, apoptosis y respuesta
inflamatoria exacerbada por citocinas pro-inflamatorias como IL-1B. Las MCs promueven la
recuperacién funcional de tejido cerebral luego de una isquemia a nivel central y el factor de
transcripcidn zif268 estd involucrado en este efecto (Giuliani et al., 2006; Giuliani et al., 2009).
NDP-a-MSH también puede inducir neurogénesis después de un infarto cerebral, incrementando
zif268 en hipocampo (Giuliani et al., 2011). La enfermedad de Alzheimer cursa con una serie de
mecanismos que conducen al dafio y muerte neuronal; entre las posibles causas se encuentra
una respuesta inflamatoria aumentada (Giuliani et al.,, 2012). Las MCs protegen contra la
progresion de la enfermedad de Alzheimer, a través de un efecto asociado con la sobre-expresién

de zif268 en hipocampo (Giuliani et al., 2014).

Estos resultados sugieren que IL-1B interfiere en el proceso de reconsolidacién de una memoria
de miedo contextual, a través de un mecanismo pre-sinaptico que involucra la liberacién de
glutamato dependiente de calcio en HD. Como consecuencia de la disminucidon en la liberacion

de glutamato, y/o por un efecto a nivel post-sindptico, se observé un retraso temporal en la
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activacion de ERK2 y una reduccién en la expresion zif268 durante el proceso de reconsolidacion.
a-MSH impide el efecto de la citocina sobre la reconsolidacién de la memoria a través de un
mecanismo que involucra la reversidon en el influjo de calcio y la liberacién de glutamato,

restableciendo los niveles de p-ERK2 y zif268.

La activacidn de receptores NMDA permite el influjo de calcio al terminal post-sinaptico, lo cual
es critico en activar proteinas quinasas como CaMKII, PKC y PKA, involucradas en la fosforilacion
de la subunidad GluAl del receptor AMPA. El estado de fosforilaciéon de GluA1l influencia la
insercién del receptor AMPA en la membrana post-sinaptica. Entre los sitios de fosforilacion mas
estudiados se encuentran los aminodcidos serina 831 (fosforilado por CaMKIl y PKC) y serina 845
(fosforilado por PKA). Los eventos mencionados han sido estudiados en correlacién a la LTP
(Bassani et al. 2013). Con respecto a la reconsolidacion de la memoria existen evidencias
similares. El proceso de reconsolidacién de la memoria requiere del trafico de receptores AMPA,
evaluado tanto en memorias apetitivas como aversivas (Rao-ruiz et al. 2011; Yu et al. 2013;
Jarome et al. 2012; Lopez et al. 2015). Este mecanismo es dependiente de la actividad del
receptor NMDA, ya que el tratamiento con un antagonista luego de la evocacion de la memoria
lo afecta (Hong et al. 2013). Respecto de la fosforilacion de la subunidad GluA1l, diversos autores
informaron un aumento en la fosforilacion de GluAl en serina 845 (Monfils et al., 2009; Jarome
et al.,, 2012) y en la fosforilacion en serina 831 (Fukushima et al., 2014) en relacién a la

reconsolidacion de la memoria.

Hemos demostrado que, IL-1B afecta el influjo de calcio y la liberacién de glutamato a nivel pre-
sinaptico. Este efecto podria incidir sobre la activacion de los receptores NMDA y fosforilacién de
los receptores AMPA. Por lo tanto, se evallo la fosforilacidn de la subunidad GIuAl en serina 845
(p-Ser845 GluAl) y serina 831 (p-Ser831 GluA1l) del receptor glutamatérgico AMPA durante la
reconsolidacidn de la memoria. Observamos un incremento en la fosforilacion de la subunidad
GluAl del receptor AMPA en ambas serinas 60 minutos después de la reactivaciéon de una
memoria de miedo contextual. En concordancia con estos resultados, ha sido demostrado que la
reactivacion de una memoria de miedo asociada a una clave auditiva también induce un aumento

en p-Ser845 GluA1l a los 60 minutos (Jarome et al. 2012). Otros autores describen un incremento
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en p-Ser845 GluAl a los 3 minutos y hasta 60 minutos luego de la reactivacién de una memoria
de miedo contextual, en amigdala lateral (Monfils et al., 2009); y en la fosforilacion de ambas
serinas 30 minutos después de la reactivacién de una memoria de evitacién inhibitoria, en
hipocampo, amigdala y corteza (Fukushima et al., 2014). Las diferencias observadas pueden
deberse tanto a las estructuras anatémicas analizadas como a los diferentes paradigmas

conductuales.

A continuacién, evaluamos el efecto de IL-1B sobre la fosforilacién de la subunidad GluAl del
receptor AMPA. IL-1B redujo los niveles de fosforilacién de esta subunidad en las serinas 831y
845, 60 minutos después de la reactivacién de la memoria. En concordancia, otros autores
demostraron que IL-1B es capaz de afectar la fosforilacién y expresion en superficie de receptores

AMPA en un cultivo primario de neuronas de hipocampo (Lai et al., 2006).

La fosforilacion de la subunidad GluAl se asocia con la insercion en la membrana celular del
receptor AMPA (Blackstone etal. 1994; Esteban etal. 2003; Shepherd & Huganir 2007).
Evaluamos entonces, si la disminucion observada en la fosforilacion de la subunidad GluAl
inducida por IL-1B se reflejaba en un cambio en la expresidn en la superficie celular de esta
subunidad. Acorde a la hipdtesis planteada, demostramos que en el grupo tratado con IL-1pB se
produjo una disminucién en la expresion en superficie de la subunidad GluA1l, en relacién al
grupo control. La fosforilacion de la subunidad GluAl es indispensable para la insercién en

superficie del receptor AMPA y dado que IL-1B la altera, disminuye dicha insercién.

Ademas, la expresion del receptor AMPA en la membrana celular se encuentra regulada por la
actividad de proteinas quinasas como ERK2 y p38 (Seger & Krebs 1995; Zhu et al. 2002; Man et al.
2003; Corréa & Eales 2012). La fosforilacién de la proteina ERK induce la expresion en superficie
del receptor AMPA por un mecanismo mediado por Ras, una GTPasa pequefia involucrada en la
transduccion de senales intracelulares (Zhu et al., 2002; Esteban, 2003). En relacion a estos
antecedentes, IL.-1B a través de la disminucidn en la fosforilacion de ERK2 durante la
reconsolidacion de la memoria podria afectar la expresion en superficie de los receptores AMPA.
Por otro lado otra GTPasa pequeiia, la proteina Rap, media la remocion o endocitosis de AMPA

de manera dependiente de la activacion de p38 (Zhu et al., 2002, Esteban, 2003). Cuando el

95



Ivana Noelia Machado Discusién

receptor para IL-1B se activa aumenta la fosforilacién de p38. IL-1B podria estar afectando la
expresion en la superficie celular de la subunidad GluAl del receptor AMPA como consecuencia
de una disminucion en la fosforilaciéon de ERK2 y/o activacién de p38. Resultados previos de
nuestro grupo demuestran que la administracion de IL-1 en hipocampo aumenta la fosforilacién
de p38 y que el tratamiento con un inhibidor de p38 revierte parcialmente el efecto de IL-1B
sobre la consolidacién de una memoria contextual de miedo (Gonzalez et al, 2013). No hemos
determinado la activacién de la proteina p38 luego del tratamiento con IL-1B en relacién al
deterioro observado en la reconsolidacion de la memoria. Sin embargo, es probable que la

citocina actué también por esta via.

Se evalué el efecto de a-MSH sobre la disminucidon en las fosforilaciones de la subunidad GluAl
inducida por IL-1B durante el proceso de reconsolidacién. a-MSH fue capaz de revertir el efecto
de IL-1B sobre la fosforilaciéon de GIuAl en la serina 845 pero no tuvo efecto sobre la fosforilacion
de la subunidad en la serina 831. Por otro lado, el tratamiento con a-MSH revirtio el efecto de la
citocina sobre la disminucidn en la expresidon en la superficie celular de GluAl luego de la
reactivacion de la memoria. La activacion del receptor MC4 se asocia a la via de senalizacidn
proteina G-AMPc-PKA. En neuronas de hipocampo en cultivo se observd que la activacién del
receptor MC4 estimula la fosforilacién de GluAl en serina 845 y la expresién en superficie de esta
subunidad de manera dependiente de PKA; no se observaron cambios sobre la fosforilacién de
GluAl en la serina 831 (Abel & Nguyen 2008; Shen et al. 2013). De modo que, el efecto de a-MSH
sobre p-Ser845 GluAl y la insercion en membrana del receptor parece estar relacionado con la

activacion del receptor MC4 a nivel post-sinaptico.

Trabajos previos establecieron que la activacién de CaMKIl y la fosforilacidn de la subunidad
GluAl en serina 845, pero no asi fosforilacién de la subunidad GluAl en serina 831, son
necesarios para lograr la expresién en superficie de receptores AMPA que contienen esta
subunidad (Hayashi et al. 2000; Esteban et al. 2003). Estos antecedentes avalan los resultados
presentados; a-MSH revierte la disminucion en la expresidn en superficie de GluAl debido a que
revierte el efecto sobre la fosofrilacion en serina 845, sin modificar la disminucién en la

fosforilacion de GIuAl en serina 831.
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IL-1B disminuye la liberacién de glutamato a nivel pre-sindptico y en consecuencia podria afectar
a nivel post-sindptico la activacion de proteinas quinasas involucradas en la fosforilacion de la
subunidad GluA1 del receptor AMPA y de esta manera disminuir la insercién de este receptor en
la membrana. Adicionalmente, también podria afectar la expresidn en superficie de AMPA
mediante un mecanismo post-sinaptico a través de p38. a-MSH revierte el efecto de la citocina
sobre la liberacidon de glutamato probablemente a través de la activacion del receptor MC3;
ademas incide sobre la fosforilacién de GluA1l en serina 845 y sobre la expresidn en superficie de

AMPA posiblemente a través de la activacion del receptor MC4.

Generalmente cuando se determina la fosforilacion de la subunidad GluAl se utiliza como
proteina control la expresion de dicha subunidad (total) considerando que no varia (Shen et al.,
2013; Fukushima et al, 2014). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que la expresion de
la subunidad GluA1 aumentd 60 minutos después de la sesion de reactivacion de la memoria, en
el grupo control. Estos resultados constituyen la primera evidencia de cambios en la expresion
de la subunidad GIuAl durante el proceso de reconsolidaciéon de la memoria. El aumento
observado 60 minutos después de la reactivacidon de la memoria seria posible debido a que ha
sido descripta la sintesis local del receptor AMPA en dendritas. EIl ARN se moviliza a través del
citoesqueleto mediante un complejo proteina-ARN y puede ser traducido localmente por
polirribosomas en respuesta a la actividad neuronal (Shepherd & Huganir 2007; Anggono &
Huganir 2012). El tratamiento con IL-1B impide el aumento en la expresién de la subunidad GluAl
a los 60 minutos y el tratamiento con a-MSH revierte este efecto. Por el momento, no es posible
establecer los mecanismos de accién de IL-1B y a-MSH responsables del efecto observado. Estas
evidencias constituyen informacién novedosa sobre la modulacién en la sintesis de GluAl del
receptor AMPA durante la reconsolidacion de la memoria.

En conjunto, podemos concluir que IL-1 deteriora la reconsolidacidon de la memoria de miedo
contextual activando mecanismos neuronales a nivel pre-sinaptico que implican una disminucion
en el influjo de calcio y en la liberacion de glutamato. La disminucién en la liberacién de
glutamato, y probablemente la activacion del receptor IL-1RI a nivel post-sinaptico, resulta en un

desfasaje temporal en la activacion de ERK y reduccidn en los niveles de zif268. Adicionalmente,
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IL-1B afecta la fosforilacion, expresién en superficie y expresion total de la subunidad GluA1l del
receptor AMPA durante la reconsolidacién de la memoria. Por otra parte, la melanocortina a-
MSH actua a nivel pre-sinaptico a través del receptor MC3 revirtiendo el efecto de IL-1f3 a través
de un mecanismo que involucra cambios en el influjo de calcio y en consecuencia la liberacidn de
glutamato. Ademas, a-MSH actla a nivel post-sindptico posiblemente mediante la activacién del
receptor MC4 revirtiendo el desfasaje en la activaciéon de ERK y disminucién de zif268, y los
efectos sobre la subunidad GIluAl del receptor AMPA. El siguiente esquema representa los

hallazgos encontrados en relacién a este trabajo de tesis (Fig. 30).
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Figura 30. Posibles mecanismos moleculares afectados por IL-1B sobre el
proceso de reconsolidacion de una memoria de miedo contextual y su
modulaciéon por a-MSH. Para mayor detalle ver texto. Figura adaptada de
2014.

Caruso et al,,

Discusion

Los eventos bioquimicos estudiados forman parte de los sustratos neurobiolégicos implicados en

el deterioro de la reconsolidacién de una memoria de miedo contextual por accién de IL-1p. El
estudio de los mecanismos moleculares implicados en el efecto de la IL-1B sobre la
reconsolidacion de la memoria podria proporcionar nuevos conocimientos sobre la participacion

de esta citocina en la funcién cognitiva normal y en los trastornos neurodegenerativos
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caracterizados por niveles elevados de citocinas en dreas especificas del SNC. Por otra parte, a-
MSH ejerce un rol modulador beneficioso al revertir los efectos de IL-1[3 sobre la reconsolidacién.
Este efecto, junto a su baja toxicidad, plantea la posibilidad a futuro de emplearse en el
tratamiento de los efectos perjudiciales de las citocinas a nivel central durante procesos

inflamatorios.
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