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Tesinas Factores Epigenéticos y de Transcripcion involucrados en la abstinencia a la nicotina en el modelo de Pez cebra

RESUMEN

La nicotina, una droga de abuso clasificada como estimulante, posee la capacidad de generar, rapida-
mente, un sindrome de abstinencia cuando su consumo se ve interrumpido. Teniendo en cuenta que este
sindrome y sus sintomas pueden extender su duracioén hasta un afio, se ha consolidado como la mayor
causa de reincidencia del habito de fumar. Los cambios bioldgicos involucrados en el establecimiento de
este sindrome deben contar con el potencial de mantenerse estables a largo plazo. La evidencia creciente
sugiere que estos cambios estables de expresion génica en las neuronas estan mediados en parte por
mecanismos epigenéticos que alteran la estructura de la cromatina en los promotores de genes especificos.

El objetivo de este trabajo consistié en evaluar, por primera vez en un modelo de Pez cebra, el modo
en que determinados factores epigenéticos (DNMT1, SIRT1 y TET1) y de transcripcion (Pitx3 y Egr1)
modifican sus patrones de expresion durante el periodo de abstinencia a la nicotina. Para esto se imple-
mentd una exposicion cronica y otra intermitente durante 14 dias y el analisis se llevo a cabo por PCR
semicuantitativa, técnica puesta a punto en este trabajo.

Nuestros resultados muestran una expresion diferencial para todos los factores epigenéticos exami-
nados tanto en relacién al grupo control como entre ambos grupos de exposicion a la droga. Por su parte
los factores de transcripcion no evidenciaron modificaciones detectables por esta técnica.
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ABREVIATURAS

Ach Acetilcolina
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DNMT ADN metiltransferasa
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MPTs Modificaciones Postraduccionales
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nAChR Receptor de Acetilcolina Nicotinico
PFC Corteza Prefrontal
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SN Sustancia Nigra
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INTRODUCCION

1.- La adiccion y la dependencia a sustancias de abuso

Mientras que la Real Academia de Lengua Espafola define el termino adiccién como el habito de
quien se deja dominar por el uso de alguna o algunas drogas toxicas, o por la aficion desmedida a ciertos
juegos, la Asociacion Americana de Psiquiatria define a la adicciéon, como “una enfermedad cronica del
cerebro, que lleva al consumo compulsivo de una sustancia, a pesar de sus consecuencias perjudiciales”.

Independientemente de que definicion se adopte, resulta importante resaltar que la existencia de abuso
de sustancias no implica necesariamente que vaya a desarrollarse una adiccién (Anthony y col., 1994.;
O’ Brien y Anthony, 2005.; Wagner y Anthony, 2002.; WorldHealthOrganization 2010). De hecho, el con-
sumo de sustancias puede clasificarse dependiendo del patron de consumo en: 1) uso social, ocasional
o controlado; 2) abuso o uso perjudicial; y 3) adiccion o dependencia.

Tal como esquematiza la Figura 1, el consumo de una droga de abuso comienza inevitablemente a
partir del uso casual, en un entorno social determinado, generandose un refuerzo agudo. Frecuentemen-
te, cambia el patrén de consumo y el uso ocasional deja de serlo para pasar a ser de tipo compulsivo.
En este momento, se pierde el control sobre la toma de drogas, dandose lugar a la dependencia. Una
vez establecido este fendmeno, si se suspende el consumo de la droga, comienzan a aparecer estados
emocionales negativos que componen el sindrome de abstinencia (ver 1.2.1) el cual puede conducir al
restablecimiento del consumo o recaida (Le Moal y Koob, 2007).

De hecho, actualmente, uno de los objetivos mas importantes de la investigacion en esta area es
identificar los mecanismos neurobioldgicos responsables de la transicién desde el consumo ocasional al
proceso adictivo.

Refuerzo agudo/consumo social
—

L
Uso compulsivo

Escalada en el consumo

Variabilidad genética Intoxicacion
Factores ambientales |
Estrés A _
Efectos de condicionamiento Dependencia Recaida
v

Abstinencia

I v

Abstinencia a largo plazo

v
éRecuperacion?

Figura 1. Estadios de la adiccion a las drogas de abuso. Modificado de LeMoal y Koob, 2007.
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1.1.- Las Drogas de Abuso

Segun la pagina web el Instituto Internacional de Drogas de Abuso (http://www.nida.nih.gov/nidahome.html)
a modo general las drogas de abuso pueden ser clasificadas en:

» Estimulantes: cocaina, anfetaminas, nicotina, cafeina, esteroides.

» Sedantes: barbituricos, benzodiacepinas, alcohol, y-hidroxibutirato, marihuana.
» Alucinégenos: LSD (acido lisérgico), ketamina, fenilciclidina, MDMA (éxtasis).

» Opiaceos: heroina, morfina y sus derivados.

* Inhalantes: nitrito de amilo, tolueno, xileno, acetona.

Aunque las drogas de abuso presentan una gran diversidad respecto a sus efectos y mecanismos de
accion, todas ellas tienen en comun la capacidad de producir efectos reforzantes del comportamiento
consumatorio activando el sistema de refuerzo fisiolégico del organismo (Pontieri y col., 1996).

Llegados a este punto, resulta necesario introducir el concepto de “reforzamiento”, un reforzador es
definido operacionalmente como “cualquier evento que incremente la probabilidad de una respuesta” y
frecuentemente es usado indistintamente con el concepto de “recompensa”. Sin embargo, se debe tener
en cuenta que “recompensa” normalmente implica un valor adicional de caracter emotivo, como puede
ser el placer.

Las drogas que generan dependencia, en general ejercen dos efectos principales que contribuyen a
su capacidad adictiva. Por un lado, desencadenan efectos reforzantes o de recompensa, que generan
deseos muy poderosos de volver a experimentar los efectos (craving) de la droga. Por otro lado, la priva-
cién a menudo causa un sindrome de abstinencia que desencadena trastornos tanto emocionales como
fisiologicos cuando la droga no esta disponible.

1.2.- El sustrato Neurobiolégico de la dependencia

Durante las ultimas dos décadas, la hipétesis de la dependencia generada por la activacién del sistema
mesolimbicodopaminérgico o “via de la recompensa” ha dominado el pensamiento en relacién con los
mecanismos neurobioldgicos que subyacen a la adiccion a las drogas de abuso (Wise, 1996).

Este sistema dopaminérgico estd integrado por 3 vias diferentes: (1) La via dopaminérgicanigroestriatal
que parte de la substancia nigra (SN),se proyecta al cuerpo estriado dorsal (dSTR), y regula y coordina
principalmente los programas motores; (2) la via tuberoinfundibular que cuenta con proyecciones desde
el hipotalamo al infundibulo y a la hipdfisis anterior y controla la liberacion de prolactina (Koob y Le Moal,
2001); y (3) la via dopaminérgicamesocortico limbica que se compone basicamente de proyecciones que
van desde el area tegmental ventral (VTA) al nucleo accumbens (NAc), hipocampo, tubérculo olfatorio,
amigdala, corteza prefrontal (PFC) y septum. Esta via participa fisiol6gicamente en la creacion de habitos
de conducta frente a reforzadores naturales como son la comida, la ingesta hidrica o el sexo, modulando
el circuito cortico-estriado-palidal donde se generan los patrones motores (Koob y Le Moal, 2005). Se
establecid, entonces, al sistema dopaminérgicomesolimbico como el sistema de recompensa comun a
todas las drogas de abuso (Wise, 1996), ademas, de ser un sistema sumamente conservado a lo largo
del grupo de los vertebrados.

Durante el consumo crénico de una droga de abuso, en el cerebro ocurren fendmenos plasticos con
el objetivo de establecer un cambio homeostéatico generado por la presencia continua de la droga. Estos
procesos de plasticidad sinaptica son considerados como un paso inicial fundamental en la adiccion
(Everitt y Wolf, 2002) ya que contribuyen al deseo, al consumo y a la busqueda de la droga (Hyman y
Malenka, 2001).

Ademas, se ha visto, que las drogas de abuso producen una liberacion dopaminérgica alterada en
la PFC, méas concretamente en la region orbito-frontal, zona donde se postula que se integra y procesa
la informacién emocional y motivacional. Esta estructura participa en la toma de decisiones y valoracion
de los estimulos, dos caracteristicas asociadas a las drogas de abuso. De hecho, se ha observado en
animales de experimentacién que la destruccién de la PFC facilita la busqueda compulsiva de la droga
(Weissenborn y col., 1997).

10
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2.- Nicotina

La nicotina es una amina terciaria, mas exactamente una B-piridil-a-N-metil-pirrolidina (Figura 2), cuya
férmula empirica es C, H, N,y su peso molecular es 162.23. Posee dos formas isoméricas, pero el tabaco
contiene sélo la forma farmacolégicamente mas activa, el isémero L-nicotina.

~ N

~

N

Figura 2. Estructura Quimica de la Nicotina

Es soluble en agua, incolora, de sabor amargo y una base débil con un pKa de 8.5,se absorbe en los
pulmones(de un 79 a un 90 %), y en menor medida a través de la mucosa bucal, plexos sublinguales y
piel (Koob y Le Moal, 2006). Una vez absorbida, la nicotina entra en la circulacion arterial y se distribuye
rapidamente por los tejidos del cuerpo, llegando hasta el cerebro en segundos, donde ejerce su accion
psicoactiva a través de la union y activacion de los nAChRs (Receptor de Acetilcolina Nicotinico) (Be-
nowitz, 2010).

2.1.- Estructura, Clasificacion y Distribucién de los nAChRs

Los nAChRs pertenecen a la superfamilia de los receptores ionotrépicos activables por ligando, siendo
la acetilcolina (ACh) su ligando enddgeno. Pueden existir en diversos estados conformacionales: en reposo;
activo (el canal esta abierto); desensibilizado (el canal esta cerrado y el agonista unido a éste con gran
afinidad); o inactivo (desensibilizado a largo plazo). La probabilidad de que los nAChR permanezcan en
una u otra conformacion depende de la concentracion del agonista (Changeux y col., 1998.; Dani y De
Biasi, 2001.; Barik y Wonnacott, 2009).

En cuanto a su estructura molecular, los nAChR estan compuestos por 5 subunidades polipeptidicas;
y de su combinacion surgen los distintos tipos de receptores, cada uno con caracteristicas particulares.
Como se observa en la Figura 5, las 5 subunidades se agrupan formando un poro que atraviesa la mem-
brana plasmatica (el canal i6nico).

Los receptores pueden ser homomeéricos o heteroméricos, dependiendo de las subunidades que los
componen. Hasta el momento, se conocen diez subunidades a (a1-a10), tres subunidades B (32-34),
una y y una d (subunidades de la placa neuromuscular). Las subunidades a2—-a6 y 2—34 forman los
subtipos de nAChRs af heteroméricos y las subunidades a7—a9, forman receptores homomeéricos (Dani
y De Biasi, 2001.; Gotti y col., 2006).

A- B.-

Extraceiular

{{{fﬁf Membrana ?f‘fr’{l
Myl plasmitica jiig

rl

o B
REK!

x.

l Intracriukar
i

Ma' Ca Ca
Figura 3. Representacion esquematica de los principales nAChRs ensamblados en la membrana plasmatica. Los circulos
representan el esquema de un corte sagital de los receptores neuronales heteromérico (A) y homomeérico (B) donde se evidencia
la composicién de subunidades y la permeabilidad a cationes (Nationallnstituteon Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA)).
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En el SNC, los nAChRs se encuentran localizados preferentemente a nivel presinaptico, donde modulan
especificamente la liberacion de diferentes neurotransmisores; mientras que con menor frecuencia se
encuentran en cuerpos celulares o dendritas, fundamentalmente las subunidades a432 y a334 (Gotti y
Clementi, 2004). La composicion de subunidades es célula y regién especifica de acuerdo con la extensa
localizacion de las vias colinérgicas mencionada anteriormente (Gotti y Clementi, 2004).

El subtipo a4p2 constituye el 90 % de los nAChRs neuronales de alta afinidad en el cerebro de
mamifero y es el principal subtipo localizado en el SNC. Por otra lado, los receptores formados por las
combinaciones de las subunidades a3, a6, 33 6 B4 tienen una baja distribucion en el cerebro (Gotti y
col., 2006). Por su parte los nAChRs a7homomeéricospresinapticos estan presentes en las terminaciones
glutamatérgicas y facilitan la liberacion del glutamato en varias regiones cerebrales, incluida la VTA (area
fundamental para desarrollar una adiccion). Ademas se encontré expresado, en forma particularmente
alta, en el hipocampo (area fundamental para la formacion de memorias) (Mansvelder y McGehee, 2000.;
Jones y Wonnacott, 2004.; Patti y col., 2006).

Los nAChRs se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso y varios tejidos y 6rganos
(Gotti y Clementi, 2004.; Gahring y Rogers, 2006).

2.2.-Mecanismo de Accion de la Nicotina

La nicotina al unirse a los NAChR abre el canal i6nico activando sefales de segundos mensajeros
intracelulares. Existen dos vias mayores de proyecciones colinérgicas. Una de ellas se origina en las
neuronas de los nucleos tegmental pedunculo-pontino (PPT) y tegmentalpontinolaterodorsal, inervando
principalmente al talamo, al cerebro medio que incluye la SN y la VTA, y al tallo encefalico. La otra, se
origina en el prosencéfalo basal, que incluye: el cuerpo estriado ventral (NAc y bulbo olfatorio), nucleos
de la base (palido ventral y sustancia innominata), banda diagonal de Broca y nucleo septal medial; y se
proyectan principalmente a la corteza y el hipocampo (Woolf, 1991.; Dani y Bertrand, 2007).

2.2.1.- Factores que participan en la via de la dependencia a la Nicotina

Tal como hemos establecido con anterioridad, la accién de la nicotina, desencadenada a partir de su
union con los receptores colinérgicos, implica la activacién de segundos mensajeros que podran interve-
nir en la regulacion de la expresion génica actuando sobre los dos factores principales involucrados en
ella, los factores epigenéticos y los factores de transcripcién, los primeros de los cuales seran capaces,
ademas, de regular la accesibilidad de los segundos al genoma.

2.2.1.1.- Los factores epigenéticos

La palabra ‘epigenética’ histéricamente hace referencia a un fenotipo hereditario no codificado por el
ADN en si, sino por un proceso celular “por encima del genoma” (Feinberg AP, 2007).

Los procesos epigenéticos pueden ser divididos en tres etapas secuenciales: 1°, la via intracelular
que es desencadenada por el estimulo extracelular. Esta etapa es transiente e involucra todo aquello que
ocurre antes del primer evento en la cromatina. 2°, la activacion de factores que dirigen la informacion
generada al sitio preciso en la cromatina. Estos factores epigenéticos poseen como caracteristica algun
tipo de reconocimiento de secuencias especificas de ADN (por €j. proteinas de unién al ADN, ARN no
codificante, etc.) y en general también poseen algun mecanismo de retroalimentacion positiva. 3°, la
modificacién que se produce en la cromatina que permite mantener la caracteristica epigenética.

Las modificaciones epigenéticas se refieren a los cambios que ocurren en la tercer etapa del proceso
de epigénesis e involucran vias muy diversas que pueden ser agrupadas en dos categorias: las “modifica-
ciones de la cromatina”, que incluyen, entre otras, la metilacion del ADN (en la citosina de los dinucleétidos
citosina-guanina CpG) y las modificaciones postraduccionales (MPTs) de las histonas comprendiendo
la acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion y la metilacion de las mismas (Graf y Mansuy, 2008).La otra
categoria se denomina “remodelado de la cromatina” y se refiere a cambios en el posicionamiento del
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nucleosoma y la incorporacién de isoformas de las histonas (Berger y col., 2009). La comprensién de,
particularmente, la primera de estas categorias es la que resultara de utilidad para esta tesina.

Las modificaciones del ADN y de las histonas son controladas por enzimas especificas denominadas en
su conjunto “modificadores de la cromatina”, que incluyen, entre otras, las ADN metiltransferasas (DNMTs),
las histonas acetiltranferasas (HAT), las histonas deacetilasas (HDACS), las histonas metiltransferasas
(HMT), las histonas demetilasas, las proteinas kinasa y fosfatasa de histonas, (Kouzarides, 2007). De
todas estas centraremos nuestro estudio en DNMT1, la metiltransferasa denominada de mantenimiento
por su capacidad de mantener el disefio original de metilacién de un linaje celular (Liy col., 1992), TET1,
una enzima con actividad antagénica a las DNMTs asociada a la demetilacion del ADN, y SIRT1, una
histona deacetilasa.

A) Chromatin B) Histone Tail C) DNA Methylation
Modifications
DA o Acetylation # Methyl Group
Histone Tails @ Phosphorylation
@ Methylation
Active
g5
Repressed B o [ o (=
3 -GCGC G5
Histone Octamer |
CH,

Figura 4. Representacion esquematica de las modificaciones epigenéticas. (Jiang y col., 2008)

A partir de sus propiedades fisicoquimicas, las modificaciones provocadas por estas enzimas influen-
cian la condensacion-relajacion de la cromatina y por ende modulan la accesibilidad de la maquinaria
transcripcional al ADN (factores de transcripcion, cofactores, ARN polimerasas), desempefiando un papel
muy importante en la regulacion de la transcripcién de los genes sin alterar su secuencia nucleotidica
(Brownell y Allis, 1996.; Hsieh y Gage, 2005.; Kuo y col., 1998).

En el sistema nervioso, los cambios epigenéticos son decisivos para el desarrollo de procesos celu-
lares basicos como la plasticidad sinaptica, y para comportamientos complejos como el aprendizaje y la
memoria (Graf y Mansuy, 2008). Asimismo, en los ultimos afios, ha aumentado la evidencia que apoya
la hipétesis de que estos mecanismos de regulaciéon epigenética se ven directamente afectados por las
drogas de abuso, y que tales adaptaciones son uno de los principales procesos por los cuales las drogas
inducen cambios de gran estabilidad en el cerebro que median en el fenotipo adicto (Nestler, 2008).

Si bien, el aumento del nimero de nAChRs en la dependencia a la nicotina se encuentra bien docu-
mentado y podria contribuir a la neuroadaptacién asociada con la administracion crénica de nicotina, otro
mecanismo neuroadaptativo que puede tener consecuencias en los mecanismos a largo plazo desenca-
denados por la nicotina, es la alteracion de la transcripcion génica a través de cambios en los niveles de
factores epigenéticos, como ha sido observado previamente con otras drogas de abuso, principalmente,
en modelos de roedores (Renthal y Nestler, 2008.; Pastor y col., 2011).
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2.2.1.2.- Los factores de transcripcion

La transcripcion es el proceso por el cual la maquinaria celular sintetiza ARN, el cual sera traducido a
proteina, a partir del ADN gendmico. Los denominados factores de transcripcion poseen la capacidad de
regular la transcripcion de diversos genes, uniéndose, en forma directa o indirecta, a un gen en una regién
del ADN particular, conocida como region cis-reguladora la cual se encuentra localizada flanqueando la
region promotora 5’ del gen. A partir de su union a la regioén cis-reguladora, estos factores, son capaces de
alterar la iniciacion del proceso de transcripcion, probablemente, a través de una interaccion directa con
el complejo de la ARN-polimerasa. Dado que, una secuencia cis-reguladora particular puede presentarse
en multiples genes, la activacion de un unico factor de transcripcion cuenta con la capacidad de alterar la
expresion de multiples genes blanco, pudiendo aumentar o disminuir la transcripcion de diferentes genes.

Existe una gran variedad de factores de transcripcidon que se agrupan de acuerdo a similitudes en
las caracteristicas de sus secuencias proteicas o de sus dominios de unién a DNA. Para este trabajo
resultan particularmente de interés los factores de transcripciéon denominados Pitx3 y Egr1. Pitx3, es un
regulador trasncripcional importante para la diferenciacion y mantenimiento de las neuronas mesolimbi-
casdopaminergicas (mdDA), mientras que Egr1 o Zif268, es un regulador transcripcional asociado a la
actividad neuronal, la diferenciacién y la mitogenesis, con un rol preponderante, también, en la plasticidad
neuronal y que ha sido asociado con el proceso de generacion de una adiccion a la cocaina en roedores
(Everitt B J y Wolf M E., 2002).

2.3.- La dependencia a la nicotina

La nicotina es un estimulante psicoactivo, una de las drogas mas poderosamente adictivas del mun-
do (Stoehr, 2006) y segun la Organizacion Mundial de la Salud (2010), también, una de las drogas mas
consumidas. De entre todos los compuestos quimicos presentes en los cigarrillos, es considerada el
principal alcaloide responsable de su efecto adictivo y de la alta tasa de recaida (Stolerman y Jarvis,
1995.; Domino, 1998.; Benowitz y col., 2010).

Diferentes experimentos conductuales realizados con animales de laboratorio, sobre todo con roedores,
sugieren que las propiedades psicoestimulante de la nicotina se asemejan a las de las anfetaminas y la
cocaina, particularmente, cuando el farmaco se administra repetidamente (Balfour y col., 1998). Estos
estudios muestran, ademas, que la nicotina es un reforzante relativamente débil en comparacion con
otros farmacos que generan dependencia, como pueden ser, las ya mencionadas, anfetamina y cocaina o
incluso la morfina (Caggiula y col., 2001.; Donny y col., 2003). Por lo que, las propiedades reforzantes de
la nicotina en si no parecen ofrecer una explicacion totalmente adecuada de las poderosas propiedades
adictivas de la droga. Esto ha llevado a inferir que los estimulos ambientales asociados con la exposicion
a la nicotina desempefa un papel critico en el mantenimiento de uso de las drogas y en la promocion de la
recaida (Balfour, 2004). Ademas, la nicotina posee propiedades de reforzador secundario a través de sus
efectos facilitadores sobre los sistemas de neurotransmision colinérgico y noradrenérgico (Carmody, 1989).

Por otra parte, se ha observado que, ademas de sus propiedades intrinsecas de refuerzo, la nicotina
es, también, particularmente eficaz en el establecimiento o aumento de estimulos asociados, como la
prediccion visual y/o auditiva reforzada en animales de experimentacién, o el sabor y el olor del humo
del tabaco para los fumadores (Balfour y col., 2000.; Goldberg y Henningfield, 1988.; Rose y Corrigall,
1997.; Rose y Levin, 1991).

2.4.- El sindrome de abstinencia a la nicotina

Cuando un cuerpo esta expuesto periddicamente a una sustancia adictiva, la retirada puede causar
sintomas que duran desde unos pocos dias a un mes generando, ademas, sensaciones desagradables
(Curtis y Lehart, 2008). Este espectro de sintomas fisicos y del comportamiento tras el cese del uso con-

tinuo de una droga de abuso es conocido como el sindrome de abstinencia.

La mayoria de los efectos de la abstinencia de nicotina comienzan entre 6 y 12 horas después de la
interrupcion del consumo, observandose un pico entre los dias 1 y 3 (Gross y Stitzer, 1989.; Hughes,
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1992a). Sin embargo, el craving persiste por mas de 6 meses, del mismo modo que la ansiedad y el
aumento de peso (Hughes y col., 1990.; Hughes, 1992b).

Los efectos de la nicotina en el cerebro son mediados a través de una neuromodulacion, en la cual la
nicotina potencia la liberacion de diversos neurotransmisores incluyendo la acetilcolina, la dopamina, el
glutamato, el GABA, la norepinefrina y la serotonina (Picciotto y col., 1998.; Koob y Le Moal, 2005, 2006).
Por lo tanto, mediante la activacién o el bloqueo selectivo de estos neurotransmisores, uno puede ser
capaz de regular algunos de los efectos de la nicotina.

El estudio del sindrome de abstinencia de diversas drogas, incluida la nicotina, requiere de modelos
animales, hasta ahora los mas utilizados han sido, ampliamente, los roedores. Se ha podido observar que
en los modelos no-humanos, el cese de la exposicion crénica a la nicotina, al igual que en los modelos
humanos, cambia varios pardmetros bioquimicos y fisiolégicos (Badawy y Evans, 1983.; Morrison, 1974)
produciendo cambios de comportamiento, tales como el aumento de la ingesta diaria (Grunberg, 1990)
o la disminucién de la actividad motora (Malin y col., 1992).

En 1992, Malin y colaboradores publicaron que la suspension de la administracion crénica de nicotina
en ratas evidencio un sindrome de abstinencia fisica caracterizado por castafieo de dientes, masticacion,
jadeos, temblores, sacudidas, ptosis y bostezos. Estos efectos fueron abruptamente revertidos por la ad-
ministracién de nicotina. Ademas de la abstinencia espontanea, observada por el cese de la administracion
de nicotina en ratas que reciben una infusion crénica de nicotina, la abstinencia puede ser precipitada
por la administracién de antagonistas de la nicotina, como son la mecamilamina y la di-hidro-B-eritroidina
(DHBE) (Hildebrand y col., 1997.; Malin y col., 1994 y 1998).

Por otro lado, existe un fendmeno de desensibilizacion de los nAChRs debido a su activacion repe-
tida durante el consumo sostenido, que se traduce en una hipofuncion de los sistemas dopaminérgico
y noradrenérgico durante la abstinencia del alcaloide (Court y col., 1998). Y de hecho, se ha observado
que, este estado hipofuncionante de dichos sistemas se relaciona estrechamente con la aparicion de
diferentes signos y sintomas del sindrome de abstinencia de nicotina, responsables de la conducta de
mantenimiento de la adiccion (Markou y col., 1998).

3.- El pez cebra como modelo para el estudio del efecto neurobiolégico de las drogas de abuso.

El pez cebra (Daniorerio) es un pez tropical de agua dulce y de pequerio tamafio (de 4 cm de largo)
perteneciente a la familia Cyprinidae (Nelson, 2006). Durante la evolucion de los peces con aletas radia-
das, grupo que incluye al pez cebra, se produjo un evento de duplicacion del genoma, lo que resulta en
un genoma con secuencia reduntante (Meyer y Van de Peer, 2005).

3.1.- El pez cebra como modelo experimental

Tradicionalmente, las ratas y los ratones han sido los animales de laboratorio elegidos mayoritaria-
mente como modelos animales de estudio, principalmente debido a la homologia anatémica, bioldgica y
gendmica observada entre roedores y humanos (Lieschke y Currie, 2007). Sin embargo, el uso de este
modelo se ve obstaculizado por una serie de cuestiones que incluyen el alto costo, la cria dificil, los largos
periodos de desarrollo, y la ineficiencia en técnicas de alto rendimiento.

Por su parte, el pez cebra (Daniorerio), que ha sido propuesto como una alternativa a los modelos
de mamiferos en varios campos, incluyendo la neurociencia, la biologia del desarrollo y la genética
(Darland y col, 2001;.Gerlai, 2000;.Klee, 2012.), es capaz de compensar estos inconvenientes. Aunque
hay un grado de disparidad fisioldgica y filogenética entre peces y mamiferos, los érganos de pez cebra
son funcional y morfolégicamente similares al de estos ultimos y el sistema nervioso central (SNC) se
desarrolla y esta organizado de una manera semejante, incluso se ha identificado su circuito analogoa
la via de larecompensa (Pista y Wullimann, 2002), colocéandose fisiologica y anatomicamente entre los
mamiferos y los insectos (Drosophila melanogaster) y los gusanos (C. Elegans), muy utilizados ultima-
mente en investigacion.
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Ademas, su genoma ha sido completamente secuenciado (Postlethwait y col., 1998; Woods y col.,
2000) permitiendo la aplicacion de un gran numero de herramientas genéticas para la investigacion (Doo-
ley y Zon, 2000.; Rinkwitzet y col., 2011). Asimismo, el modelo del pez cebra permite estudios de alto
rendimiento de los efectos in vivo de nuevos farmacos a un costo relativamente bajo y en menor tiempo.

Durante las ultimas tres décadas, el pez cebra ha sido cada vez mas importante en la investigacién
biomédica (Dooley y Zon, 2000.; Shin y Fishman, 2002, Lieschke y Currrie., 2007). Sobre todo como
modelo de enfermedades humanas (Berghmans y col., 2005.; Guyon y col., 2006) y como modelo para
la deteccion de drogas terapéuticas (Rubinstein, 2003, 2006). Ademas, la creciente evidencia sugiere que
resulta un modelo ideal para el analisis de los mecanismos genéticos y de comportamiento de la adiccion
alas drogas, ya que son sensibles a las propiedades gratificantes de las drogas de abuso (Lépez - Patifio
y col., 2007).

3.1.1.- El pez cebra en el estudio de la adiccién a la nicotina

Si bien los estudios de la accion de la nicotina empleando al pez cebra como modelo son actualmente
escasos, diversas publicaciones han evidenciado que el pez cebra es capaz de experimentar muchos de
los sintomas relacionados con la abstinencia a las drogas de abuso, por ejemplo puede manifestar formas
representativas de tension y ansiedad, por lo que ha demostrado ser un modelo viable para el estudio de
la adiccidn a las mismas. De hecho, las respuestas que muestra el pez cebra ante un CPP (Conditioned
Place Preference — Condicionamiento de Preferencia al Lugar) inducido por cocaina (Darland y Dowling,
2001), anfetaminas (Ninkovic y Bally - Cuif, 2006), opidceos (Bretaude y col., 2007) y nicotina (Kily y col.,
2009; Kedikian y col., 2013) son respuesta impulsadas por modificaciones en las vias conocidas para
influir en la liberacion de dopamina en el ndcleo accumbens (Ninkovic y col., 2006). Estos resultados
demuestran la existencia de una via de “recompensa” o “refuerzo” conservada que responde a distintas
drogas, y sugiere que este modelo puede mostrar cambios adaptativos y correlatos conductuales de la
adiccién después de la exposicion prolongada a drogas adictivas.

La literatura publicada apoya el uso del modelo de pez cebra para explorar los efectos de la nicotina
en el sistema nervioso central y en los nAChR. De hecho, se ha podido establecer que el tratamiento
cronico con etanol y nicotina altera la expresion de multiples genes del SNC de este animal, algunos de
los cuales han sido identificados como componentes de las vias de adiccion en los mamiferos (Kily LJ y
col., 2008).Por otra parte, recientemente se ha demostrado que la nicotina provoca un CPP muy robusto,
el cual se halla asociado al aumento de la fosforilacion de CREB y al aumento en la expresion de las
subunidades a7, y a6 (Kedikian y col., 2013).

Con respecto a esto ultimo, resulta importante sefalar que, el paradigma del CPP es un modelo clasico
de condicionado Pavloviano que se utiliza ampliamente para investigar los mecanismos asociados a las
drogas de abuso. El condicionamiento implica un animal que es expuesto repetitivamente al estimulo
apetitivo de interés, en este caso la nicotina, en un contexto determinado. Después del condicionamiento
los animales son sometidos a un examen de opcion, en el cual son expuestos sin restricciones a dos
contextos en la ausencia del estimulo. Un aumento en el tiempo de permanencia en el contexto empare-
jado con el estimulo en relacién a un valor de control se toma como evidencia de que el estimulo resulté
gratificante (Calcagnetti y Schecter, 1994.; Brielmaier y col., 2008.; Le Foll y col., 2005).

Un factor importante a considerar en el CPP es la eleccién del disefio de la experiencia. Este puede
ser sesgado o imparcial. Un experimento sesgado es uno en el que los animales muestran una prefe-
rencia significativa por uno de los compartimento sobre el otro antes del condicionamiento. En un cuadro
imparcial, por el contrario, los animales no muestran una preferencia por un compartimiento sobre el otro.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales

Dado que la interrupcion del habito de fumar conduce a sintomas de abstinencia y, como ha sido pre-
viamente establecido, estos sintomas juegan un rol central en el mantenimiento de la dependencia a la
nicotina, decidimos evaluar esta etapa del consumo de nicotina.El objetivo general del presente trabajo
de tesina consiste entonces en evaluarcémo se modifican, durante el periodo de abstinencia a esta droga,
los patrones de expresion de determinados factores epigenticos y transcripcionales, con la finalidad ultima
de aportar nuevos conceptos que favorezcan la comprensién de los procesos que derivan en la recaida al
consumo de esta droga de abuso, aportando informacién con posible aplicacién en futuras intervenciones.

Objetivos Especificos

Con el propésito de alcanzar el objetivo general que nos hemos propuesto se establecen los siguientes
objetivos especificos a desarrollarse:

1. Establecer el modelo de exposicion a nicotina que resulte mas adecuado en el modelo animal de
peces cebra.

2. Ponerapunto la técnica de PCR semicuantitativa como metodologia seleccionada para determinar
los patrones de cambio en los factores, epigeneticos y de transcripcion, de interés y establecer su
limite de deteccion y sensibilidad en comparacién conlatécnica de PCR cuantitativa o gPCR.

3. Evaluar, por medio de reacciones de PCR semicuantitativa, el modo en que se modifican los pa-
trones de expresion de DNMT1, SIRT1, TET1, Pixt3 y Egr1.

4. Analizar, con herramientas estadisticas, la significancia de los resultados obtenidos delas técnicas
aplicadas y determinar su importancia en funcién del objetivo general previamente planteado.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Para este estudio se utilizaron Peces Cebra adultos (Daniorerio), de aproximadamente 3 meses de
edad, obtenidos por medio de un distribuidor comercial local. Se mantuvieron de acuerdo a los proce-
dimientos estandar (Westerfield, M. 2007), en un tanque de 100 a 28°C L con un ciclo luz/oscuridad de
14/10 h constante y fueron alimentados dos veces al dia con Artemiasp. y alimentos secos. Se les dio
por lo menos 14 dias para aclimatarse a las instalaciones del laboratorio y, posteriormente, los animales,
fueros trasladados a la sala de comportamiento y alojados en peceras de 23 cm de altura, 35 cm de largo
y 23 cm de ancho en 3 grupos de 9 peces cada uno.

Todos los protocolos para el uso, alojamiento y atencién de los animales empleados fueron aprobados
por la Comision de Investigacion con Animales de la Universidad de Buenos Aires.

2. Condicionamiento de Preferencia al Lugar - CPP

El experimento se realizo con 9 peces, 4 de los cuales pertenecian el grupo control o salino, siendo
los 5 restantes los expuestos a la nicotina. Todas las pruebas fueron llevadas a cabo entre las 09:00 hs.
y las 16:00 hs.

Aparato: Nuestro tanque de comportamiento fue disefiado, con algunas modificaciones, de acuerdo
a Ninkovic y Bally — Cuif (Ninkovic J. y Bally-Cuif L., 2006). El tanque de pruebas posee 26,5 cm de
longitud, 20 cm de ancho y 20 cm de profundidad, con sefiales visuales distintas que lo dividen en dos
mitades: una de de color rojo y la otra de color verde, ambas recibian la luz desde la parte inferior del
tanque y reflejaban el color a través de una lamina trasparente de color roja o verde respectivamente.
Estas laminas fueron disefadas de manera tal que permitieran invertir, en un solo movimiento, el color
que le correspondia, en un principio, a cada mitad. El nivel del agua se mantuvo a 13 cm desde la base
del tanque para minimizar el estrés.

Pre-test: El primer dia, cada pez fue asignado aleatoriamente a uno de los dos grupos de tratamiento
y después de un periodo de habituacion inicial de 5 minutos en el tanque de CPP, se ensay6 para deter-
minar el lugar de preferencia mediante la cuantificacion del tiempo empleado en un lado determinado de
la cisterna durante un periodo de 5 min. El compartimiento preferido se define como el compartimento en
el que un pez pasa la mayor parte del tiempo durante la prueba preliminar (Kily LJ. y col., 2008)

Condicionamiento: Un dia después de la prueba preliminar, todos los peces del grupo nicotina se
restringieron por primera vez en el lado preferido, aunque esta preferencia no haya sido significativa, por
20 min (lado rojo) y luego en el lado verde, donde fue expuesto a la nicotina (30 uM) también durante 20
min. Los peces del grupo salino fueron expuestos durante los tres dias de acondicionamiento a ambos
lados alternativamente, 20 min en cada compartimiento, sin nicotina. El acondicionamiento se realizd
durante tres dias consecutivos.

Test: Enel dia 5, el CPP de cada pez se puso a prueba en un ambiente libre de drogas como en el pre-
test. En este punto, se le permitié al pez nadar libremente entre compartimentos y después de un periodo
de habituacion 5 minutos, se determino el porcentaje de tiempo dedicado a cada lado del tanque durante
5 minutos (sesion de prueba), después de los cuales se invirtio la coloracion de los compartimentos y se
determino el porcentaje de tiempo empleado en cada lado por 2 minutos mas. Durante el analisis de los
resultados, se compararon los datos obtenidos durante el pre-test y la sesién de prueba para evaluar los
cambios de preferencia entre amabas sesiones.

3. Administracion de Nicotina y Tratamiento

El ditartrato de nicotina se administré en forma de alicuotas tomadas de una solucion madre, directa-
mente, en el agua de dos de las cuatro peceras para alcanzar en cada una de ellas una concentracion
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finalde nicotina de 15uM. Esta dosis de nicotina se calcul6 en funcién del peso de la sal de ditartrato,
teniendo en cuenta que solo el 35% de este peso corresponde, efectivamente, a nicotina pura.

La pecera en la que se mantuvieron los peces del primero de los tres grupos fue llenada con 10L
de agua, sin la incorporacion de ninguna droga (grupo control), el segundo grupo permanecid, desde el
primer dia, de forma crénica e ininterrumpida en 10L agua con nicotina durante 14 dias. Finalmente, los
animales pertenecientes al ultimo de los grupos fueron mantenidos en una pecera con 10L de agua con
nicotina durante el dia (ciclo de luz: 14 horas) y fueron trasladados a una pecera idéntica y adyacente
pero en ausencia de nicotina durante la noche (ciclo de oscuridad: 10 horas), durante el mismo periodo de
14 dias. Alo largo de este lapso la mitad del contenido de cada pecera fue renovado a diario incluyendo,
siempre, donde correspondia, la dosis de nicotina para mantener constante su concentracion.

Todos los animales fueron sacrificados el dia 16, después de haber sido sometidos a un periodo de
abstinencia de, al menos, 24 horas. Se les extrajo el cerebro y se formaron tres pules con tres animales
cada una por cada grupo de tratamiento.

4. Extraccion de ARN

Para la extraccién de ARN, se utilizé el método de Chomcsynski (Chomczynski, P., 1993), segun el
cual, en primera instancia el tejido disecado fue tratado con el reactivo TRIzol (Life Technologies) para
ser homogenizado inmediatamente después utilizando palillos autoclavables e incubado a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, a cada tubo se le incorporé 0,2mL de cloroformo, se agitd
manualmente por inversion y se incubd, nuevamente, a temperatura ambiente por 3 minutos. Centrifu-
gando a 12.000rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C se consigui6 separar las muestras en
una fase acuosa (conteniendo el ARN) que se transfirié a un nuevo tubo eppendorf, una interface y una
fase organica que fueron descartadas.

Con el objetivo de precipitar el ARN, se agregaron 0,5ml de isopropanol 100% y se incubd durante 10
minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas, una vez mas, a 12.000rpm, esta
vez, durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido fue descartado conservando, solo, el pellet de ARN.
Este se lavd utilizando 1ml de etanol 75%, se agitd utilizando un vortex y luego se centrifugé a 7.500g
durante 5 minutos, a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet se sec6 durante 10 minutos, dejando
los tubos abiertos para permitir la evaporacion del etanol. Finalmente, el ARN se resuspendi6é en agua
libre de ARNasas.

Luego de obtener el ARN, se procedi6 a la determinacion de su pureza del mismo mediante la utili-
zacion del espectrofotdmetro NanoDrop 1000 y se realizé un tratamiento con ADNasa |, para evitar las
posibles contaminaciones con ADN genémico.

5. Sintesis de ADN complementario (ADNc) por transcripcion reversa

El ARN purificado durante la extraccion se retrotranscribié a ADNc mediante la utilizacion de reactivos
comerciales (5x FS buffer, DTT, dNTPs, RNAseOUT vy la enzima transcriptasa reversa MMLV).

En un tubo eppendorf, previamente autoclavado, se agregaron, en primera instancia, 2 yl Cebado-
res al Azar(RandomPrimers), 2 yl dNTPs Mix 10mM y 44 yl ARN. Esta mezcla se calentd a 65°C por 5
minutos vy, luego, se colocd rapidamente en hielo por otros 5 minutos. Posteriormente se sometié a una
centrifugacion rapida y se le incorpord 16 pl 5x FS Buffer, 4 yIRNAseOUT y 8 ul DTT 0.1M. El contenido
del tubo se mezcld y se incubd a 37°C por 2 minutos. Luego, se le afiadié 4ul de MMLV, se mezclé por
pipeteo y se incubd, primero a 25°C por 10 minutos, después, a 37°C por 50 minutos, y, por ultimo, se
inactivo la reaccién calentando a 70°C por 15 minutos.

El producto de esta reaccion se denominé RT. Paralelamente, se realizé un control negativo o No-RT,

en el cual se omitio la enzima MMLV en la reaccion de transcripcion reversa. Este control negativo también
fue utilizado, posteriormente, en la reaccidon de amplificacién (PCR cuantitativa).
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Se separé una alicuota de la muestra RT para ser utilizada en la cuantificacion y determinacion de la
pureza del ADNc, empleando el NanoDrop, como se menciond mas arriba.

6. PCR estandar

Para esta amplificacion se emplearon primersespecificos correspondientes a genes de interés (fac-
tores de transcripcion y factores epigenéticos), reactivos comerciales conteniendo la enzima Taq ADN
polimerasa con su respectivo buffer y los desoxirribonucleétidos (ANTPs) ademas del templado de ADNc.
Se utilizé en todos los casos 1ug de ADNc (o una masa equivalente de ARN de las muestras No-RT).

Los parametros bajo los que se realizaron estas amplificaciones fueron:

* Numero de ciclos: 45

* Desnaturalizacion inicial: 2 minutos a 95°C

* Desnaturalizacion: 30 segundos a 95°C

« Hibridacion o “Annealing”: 30 segundos a 58°C
* Elongacién: 30 segundo a 72°C

* Elongacién final: 5 minutos a 72°C

Tubo #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
Condicion Sin Sin Control DNMT1 SIRT1 TET1 Pitx3 Egri
ADNc  Primer Positivo
Agua (L) 27.25 27.97 25.47 25.47 2547 2547 2547 2547
Primer mix (uL) 25 - 2.5 2.5 2.5 25 25 25
ADNc (L) | - 1.78 1.78 1.78 1.78 1.78 1.78 1.78
Master mix (pL) | 20.25 2025 20.25 20.25 20.25 20.25 20.25 20.25
Volumen Final 50 50 50 50 50 50 50 50
(bL)

Tabla 1. Detalle del contenido de cada tubo sometido a la reaccion de PCR estandar. Las Primer mix fueron preparadas
incorporando 5uL de los primers sentido y antisentido, correspondientes, a 40uL de agua. La Master mix consiste de
10uL de 5X GoTaq Buffer, 10uL de dNTP mix y 0,25MI de GoTaqg ADN Polimerasa por cada tubo.

7. Electroforesis

Con los productos de las reacciones de PCR estandar se realizé, con el fin de escoger el método
mas adecuado, por un lado, una electroforesis en gel de agarosa al 2%, en presencia de bromuro de
etidio 0,5 pg/mL en buffer TBE, se corri6 a voltaje constante durante 1:30 hs. y las bandas (amplicones)
obtenidas, correspondientes a cada par de primers, en el gel se fotografiaron, por medio del equipo de
deteccion G-Box (Syngene). Por otro lado, se realizd, también, una electroforesis, pero en este caso con
un método poco convencional y poco utilizado,en gel de poliacrilamida al 10%, revelandose las bandas
por precipitacién con Nitrato de Plata segun procedimiento descripto por Sanguinetti y col., 1994, en el
cual se sumerge el gel en solucién fijadora (10 % de etanol y 0.5 % de acido acético glacial, en agua)
durante 5-15 min con agitacion, luego se remueve el fijador y se sumerge en solucion de plata (0.2 %
de AgNOS en solucion fijadora) por 10 min, también con agitacion. Esta solucion de plata se retira para
exponer, a continuacion, el gel a una solucién reveladora (3 % NaOH y 0.33 % formaldehido) hasta que
se observan las bandas. Finalmente se lo traslada a la solucion fijadora, una vez mas, para detener el
revelado y conservar. En este ultimo caso, los patrones de bandas obtenidos se digitalizaron, también,
con el sistema de documentacion de geles G-Box.
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8. PCR semicuantitativa

Para estas reacciones de amplificacion, también, se emplearon, al igual que con la reaccién estandar,
primers especificos correspondientes a genes de interés (factores de transcripcion y factores epigené-
ticos), reactivos comerciales conteniendo la enzima Taq ADN polimerasa con su respectivo buffer y los
desoxirribonucledétidos (ANTPs) ademas del templado de ADNc. Pero en este caso se utilizé para cada
tubo 0,5ug de ADNCc.

Dado que para la aplicacion de esta técnica resulta importante seleccionar el nimero apropiado de
ciclos, de modo que el producto de amplificacion sea claramente visible en un gel y se pueda cuantificar,
pero al mismo tiempo la amplificacion esté en el intervalo exponencial y no haya alcanzado una mese-
ta todavia, hemos construido una curva por cada par de primers para poder determinarlos de manera
adecuada. Para esto se realizaron 4 PCRs estandar, para cada par de primers segun los parametros
descriptos anteriormente, en las cuales se vario Unicamente el numero de ciclos: 17 primero, luego 23 y
29 y por ultimo 35 ciclos.

Finalmente, todos los primers fueron ensayados para los tres grupos de tratamiento en una reaccién
de amplificacion con el niumero de ciclos previamente determinado y en las condiciones ya especifica-
das con anterioridad. Con sus productos se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% y
las bandas se revelaron por precipitacion con Plata. La densidad de las bandas fue cuantificada con el
programa Gel-Pro Anlizer.

9. qPCR

En este caso también, al igual que en la PCR estandar, se utilizé 1 yg de ADNc, producto de la reac-
cion de RT. EI ADNc de las muestras junto a los primersespecificos (en tubos de PCR separados y por
duplicado) se incubd con una mezcla comercial (Mezcla Real) conteniendo Tag ADN Polimerasa, dNTPs,
Mg?*, buffer y un fluoréforo verde denominado cybergreen. El cybergreense intercala en el ADN, y es
necesario para cuantificar los incrementos de fluorescencia en funcién de los ciclos de amplificacién del
ADN, en el que se basa esta metodologia. El equipo termociclador para PCR en tiempo real y software que
se utilizé para este fin fue el AmpliedBiosystem 7500 (ININFA, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA).

10. Analisis de los datos provistos por qPCR

Con el software del equipo utilizado se construyé una curva de fluorescencia relativa en funcién de
los ciclos de amplificacién para cada una de las muestras (en cada tubo de reaccion), determinando la
fluorescencia emitida al final de cada ciclo.

Se determiné un ciclo umbral (CT) de deteccién de fluorescencia especifica de la muestra, que
representa el numero de ciclos necesario para detectar un valor de fluorescencia distinto del ruido
(background). Este ciclo se selecciona en la parte exponencial de la curva de amplificacion obtenida.
Luego de algunos (pocos) ciclos la curva se hace mas lenta y ese valor ya no es util para cuantificar el
nivel inicial de ADNc presente en cada muestra. Un valor de CT mas bajo indica que una muestra contiene
mayor cantidad de ADNCc inicial que una muestra con un valor de CT mas alto, siempre y cuando las
eficiencias de amplificacion en ambas muestras sean equivalentes (ver Figura 10.1).
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Figura 10.1. Ejemplo de un grafico estandar de fluorescencia en funcién del numero de ciclo. En
este caso se utilizaron distintas diluciones de ADNc con la misma pareja de primers.

Para determinar la existencia de un cambio relativo en la expresion de los ARN mensajeros se utili-
z6 el método denominado “Gene expression’s CT Difference” (GED) descripto en detalle por Schefe y
colaboradores en el 2006. Este método compara los valores de CT de una, o varias, muestra de interés
(SOI) con respecto a una muestra calibradora (Cal S), teniendo en cuenta las eficiencias individuales de
cada curva de amplificacién en cada tubo.

Se considera que la amplificacion en tiempo real debe darse entre 8 y 35 ciclos para ser considerada
amplificacion especifica.

Para obtener los valores de eficiencia de amplificacion de las diferentes curvas, se procedié de la
siguiente manera:

1) Se calcularon las pendientes de las curvas cinéticas de la qPCR, obtenidas como el logaritmo de
la cantidad de fluorescencia normalizada después de n ciclos (Rn) graficado en funcion del numero de
ciclos (n). Estas curvas fueron obtenidas para cada gen y para cada duplicado. La ecuacion 2 describe
el rango lineal en la fase exponencial de la curva cinética:

log Rn =log (1+E) n + log Ro (Ecuacién 1)
Ro: cantidad de fluorescencia inicial
E: eficiencia de amplificacion.

2) Dentro del rango lineal de la curva, se definié una recta de 4 6 5 puntos de cada curva, con la me-
jor pendiente posible y el mayor coeficiente de correlacion, y se calculd la eficiencia para cada reaccion
(E=1 Oslope-1)_
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Se determind un rango de eficiencias de amplificacién de entre 0,86 y 1,2 (Schefe y col, 2006). Las
muestras que presentaron valores de eficiencia en este rango se consideraron muestras aceptables. Las
muestras cuyas eficiencias de amplificacién estuvieron fuera de este rango fueron consideradas “outliers”
y no se consideraron en el analisis.

Para obtener los valores de CT se eliminé la informacion correspondiente a los 10-15 primeros ciclos,
donde hay emision de fluorescencia background, y se trazé un umbral de fluorescencia relativa arbitrario
de 0,05 para cada una de las amplificaciones realizadas. Este valor umbral fue seleccionado ya que
corresponde a la region media de la pendiente de la parte exponencial de la curva cuyos valores fueron
expresados como fluorescencia relativa. Este valor umbral seleccionado arbitrariamente se utilizd con
todas las amplificaciones realizadas en este trabajo.

Las muestras correspondientes al tratamiento control fueron elegidas como muestra calibradora,
mientras que las muestras de los distintos tratamientos con nicotina (Crénico y D/N) fueron elegidas como
muestras de interés. El resultado final se expresa como veces de cambio de una muestra de interés con
respecto a una muestra calibradora, usando la siguiente férmula:

rER = Rnorm (SOI) / Rnorm (Cal S)
rER=[(1 + E (ref. gene; SOI)) CT (ref. gene; SOI)/ (1 + E (targ. gene; SOI))
CT (targ. gene ; SOI)]. [(1 + E (ref. gene; Cal S.)) — CT (ref. gene; Cal S)/ (1 + E
(targ. gene; Cal S)) — CT (targ. gene; Cal S)] (Ecuacioén 2)
rER: cociente de expresion relativa
SOIl: muestra de interés
Cal S: muestra calibradora

Rnorm (SOI) y Rnorm (Cal S): cantidad inicial de fluorescencia en la muestra de interés (SOIl)y en la
muestra calibradora (Cal S), respectivamente.

La eficiencia E fue calculada por separado para cada duplicado. Luego los valores fueron promedia-
dos antes de aplicarse la Ecuacion 2. Los valores de CT también fueron promediados previamente a la
aplicacién de dicha formula.

Condicién  18S- 18S- 18S- DNMT1- DNMT1- DNMT1- SIRT1- SIRT1- SIRT1-
Salinos Cronicos D/N Salinos Cronicos DI/N Salinos Cronicos D/N
Mezcla 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Real (pL)
cDNA (uL) 4,94 4,44 5,62 4,94 4,44 5,62 4,94 4,44 5,62
Primer Mix 5 5 5 5 5 5 5 5 5
(uL)
CXR 30uM 1 1 1 1 1 1 1 1 1
(uL)
Agua (uL) 1,56 2,06 0,88 1,56 2,06 0,88 1,56 2,06 0,88

Tabla 2. Detalle del contenido de cada tubo sometido a la reaccién de PCR cuantitativa.
Las Primer mix fueron preparadas a partir de 7uL de una solucién stock 10uM llevados a 35uL con
agua destilada estéril. CXR es un fluorocromo de referencia requerido por los equipos
AmpliedBiosystem para normalizar el ruido de fondo.

11. Primers Utilizados

Los primers especificos fueron seleccionados mediante el uso de Primer-Blast a partir del genoma del
pez cebra aportado por la base de datos Ensembl. Los primers disefiados tienen alrededor de 20 pares
de bases (pb) de largo, aproximadamente 50 % de GC, temperatura de hibridacién (Tm) alrededor de 60
°C, generan amplicones de un tamafio entre 70 y 120 pb y se utilizaron exones distintos para los primers
forward (F 5—3’) y reverse (R 3'—5’). En la tabla 2 se detalla la informacion para cada uno de los genes.
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Gen Sentido TM (°C) Secuencia Primers (5’ —3’) Tamaiio

(pb)

DNMT1 F 59.68 GGAGGCAGTGGCAGAAGTAA 88
R 55.83 CCATGTTCTCATCATCCTCAG

SIRT1 F 60.11 TTCAGTGCCACGGGTCTTTT 118
R 60.04  GGACACCTGGGACAATGAGG

TET1 F 60.18 TCTCATCAACACCCCCTCCA 109
R 59.67 GCCAGATCCAAGGTGAGTGT

Pitx3 F 60.11 GAATGTAAGCCCGCTGTCCT 70
R 60.03 GGCCATGTTCATGGAAGGGA

Egr1 F 60.81 AACGCCACAGCACCTGAAG 86
R 59.18 TCTGAAAGCGTATCTCCAGCA

18S F 57.30 ACCCTCGCCAGTACAAAATCC 137
R 56.80 CCTGATCTTCTTCAGCCTCTCC

Tabla 2. Listado de los primers utilizados en los ensayos de PCR estandar y gPCR para cada gen.

12. Andlisis Estadistico

En primera instancia, los resultados arrogados por el Pre-test y el Test se analizaron estadisticamente
mediante el uso de ANOVA de dos vias (twoway ANOVA). Todos los datos restantes, la cuantificacion de
las bandas de la PCR semicuantitativa y los productos de la qPCR, fueron analizados estadisticamente
aplicando ANOVA de una via (oneway ANOVA) seguido por el test de Dunnet para comparar las muestras
de interés en relacion a la muestra control o salina. Los datos en todos los casos se presentaron como
la media % el desvi6 estandar (Meant+SD) con una significancia de P <0,05. Todo el andlisis de los datos
se calculé utilizando el software GraphPad.

24



Tesinas Factores Epigenéticos y de Transcripcion involucrados en la abstinencia a la nicotina en el modelo de Pez cebra

RESULTADOS

1. Exposicion a Nicotina

En primera instancia, decidimos probar como modelo de exposicion a nicotina un Condicionamiento
de Preferencia al Lugar o CPP en peces cebra. Si bien el laboratorio cuenta con experiencia en torno a
esta metodologia (Kedikian y col., 2013), en este caso particular optamos por ensayar una nueva forma
de la misma en la cual el tanque de prueba se encuentra dividido en dos mitades, una color rojo y la otra
color verde. Esta coloraciéon se obtuvo a partir de laminas transparentes de ambos colores iluminadas
desde la parte inferior del tanque y unidas de manera tal que permitieran invertir, en un solo movimien-
to, el color que le correspondia, en un principio, a cada mitad. Se sabe ademas, que ambos colores no
resultan aversivos para los peces.

Con la aplicacion de esta nueva forma de CPP, en los peces cebra, buscamos no solo obtener un
cambio en el lugar de preferencia, emparejando la droga con el color del compartimento en que menos
tiempo permanecieron los peces durante el pre-test, si no también obtener una manera medir la fuerza del
CPP alcanzado, invirtiendo los colores de los compartimentos (a los 5 minutos del testeo) de modo que si
el de la izquierda era color rojo, luego de la inversion paso a ser verde y viceversa para el compartimento
de la derecha. Con esta metodologia de conseguirse un CPP fuerte, los peces expuestos a nicotina en
un determinado color seguirian prefiriéndolo sobre el otro aun después de la inversion.

Con la idea de determinar el color menos preferido y por lo tanto en el que los peces del grupo nicotina
seran expuestos a la droga, siguiendo el procedimiento que hemos explicado en detalle en Materiales
y Métodos, luego de un periodo de habituacion de 5 minutos, analizamos para el total de los peces el
tiempo medio de permanencia en cada compartimento durante los 5 min en el pre-test. Los resultados
se muestran en la Figura 1.1.
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Figura 1.1. En el panel de la izquierda se muestra por separado el tiempo que cada uno de los peces permanecio en el
compartimento rojo o en el verde. El panel de la derecha representa el tiempo medio que ambos grupos, en conjunto, se
mantuvieron en cada uno de los compartimientos. Salinos n: 4; nicotina n: 5.

El analisis de los datos obtenidos revelé que los animales no mostraron ninguna preferencia esta-
disticamente significativa por ninguno de los compartimentos, en concordancia con estudios previos. A
pesar de esto, se escogié emparejar a la nicotina con el compartimento verde debido a que se observé
una levetendencia de preferencia por el rojo. En la Figura 1.2 se presentan los resultados extraidos de
la sesién de prueba, luego de los 3 dias de condicionamiento en los cuales solo los animales de grupo
Nicotina fueron expuestos a la droga unicamente en el compartimento verde. El analisis estadistico no
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evidencié diferencias significativas entre los grupos Salino y Nicotina ni entre la sesidn de pre-test y la de
prueba para cada grupo, lo que implica que el CPP no pudo consolidarse.
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Figura 1.2. En el panel superior izquierdo se muestra el tiempo que cada animal permanecié en ambos compartimentos por
separado durante la sesion de prueba. Por su parte el panel superior derecho representa el tiempo medio en que cada grupo,
como conjunto, se mantuvo en un compartimento o el otro. Finalmente, el panel inferior expone la comparacion del tiempo medio
de permanencia en cada compartimento durante el pre-test y el test para ambos grupos por separado.

Una vez finalizados los 5 minutos de la sesién de prueba se procedié a invertir los colores de las
cisternas y se evalud la forma en que respondieron los peces pertenecientes a cada grupo durante los 2
minutos posteriores (ver Figura 1.3). El analisis de estos datos, mostro, al igual que el de los obtenidos
durante la sesion de prueba, que los peces no desarrollaron preferencia alguna por el compartimento
emparejado con la nicotina.
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Figura 1.3. El panel de la izquierda muestra el tiempo medio que ambos grupo por separado permanecié en cada uno de los
compartimentos después de la inversién de color. En el panel de la derecha se puede observar la comparacién del tiempo
promedio, representado como porcentaje, que cada grupo paso a un lado y al otro del tanque durante el test y durante los 2
minutos posteriores a la inversion de colores.

Teniendo en cuenta los resultados hasta ahora expuestos y dado que no pudimos obtener un CPP
satisfactorio con esta metodologia y considerando que para poner a punto un CPP como el que habiamos
disefiado se necesitarian varios meses, decidimos optar por otro tipo de pregunta, no ahora encarada
hacia la adiccién, sino hacia la abstinencia que puede generar la nicotina. En esta segunda ocasién nos
inclinamos por una exposicion cronica durante 14 dias, (Hernandez& Terry, 2005), y le sumamos como
punto novedoso una exposicion intermitente (dia/noche; D/N) en la cual los animales fueron puestos en
contacto con la droga solo durante las horas de luz del ciclo de luz/oscuridad (14hs/10hs). La finalidad de
la aplicacién de esta ultima forma de exposicion fue alcanzar un modelo de administracién mas parecido
al modo de consumo de nicotina humano y comparar estos resultados con los obtenidos con el modelo
de exposicion cronica comunmente empleado.

2. Disefio y Comprobacién de los Primers

El disefio de primers es un parte fundamental del analisis cuando se emplea la técnica de PCR en
cualquiera de sus formas y se llevd a cabo segun el genoma aportado por la base de datos Ensembl
utilizando Primer-Blast. Durante este proceso se intenté conseguir los primersmas adecuados para cada
gen de interés por lo que se puso particular cuidado en la eleccion de la secuencia a utilizarse. Esta se-
cuencia debia estar presente en todas las isoformas del transcripto, en caso de poseer mas de una, como
DNMT1 o TETH1, e incluir, siempre que fuera posible, dos exones diferentes separados por un intron de
al menos 500pb para evitar la contaminaciéon con ADN gendémico.

Resulta importante resaltar que una vez recibidos los primers y antes de poder iniciar con las reac-
ciones de PCR tanto cuantitativa como semicuantitativa es necesario corroborar que fueron disefiados
correctamente vy, por lo tanto, se unen especificamente al amplicon de interés. Para esto se realiza una
PCR estandar, segun lo previamente explicado en Materiales y Métodos, utilizando como templado de
ADNc material extraido de animales que no fueron sometidos a ningun tratamiento. Los productos obte-
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nidos se resuelven en una electroforesis en gel de agarosa al 2% en presencia de Bromuro de etidio. Tal
como se muestra en la figura 2.1.se obtuvieron las bandas esperadas para todos los pares de cebadores
salvo para los correspondientes a TET1.
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5) TET1-109pb
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Figura 2.1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de la PCR estandar.

Teniendo en cuenta que una mayor expresion de TET1 se ha encontrado, sobre todo, en células poco
diferenciadas, se probd este primer en una nueva PCR estandar con ADNc extraido de un tejido con
mayor tasa de regeneracion como es la retina del pez cebra. De esta manera pudimos corroborar que el
cebador estaria funcionando correctamente (ver Figura 2.2) por lo que la ausencia de banda en el caso
anterior podria deberse a que TET1 no se estaria expresando en el cerebro del pez cebra adulto o que
esta expresiéon es demasiado baja para ser detectada con este método bajo las condiciones empleadas.

O @O 6

1) Marcador de Peso
Molecular

2) TET1enretina—109pb

3) TET1encerebro—109pb

100 pb —

Figura 2.2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de la segunda PCR
estandar que se realizo6 solo con los primers correspondientes a TET1 tanto en tejido cerebral como en retina del pez cebra.

3. Eleccidn del tipo de electroforesis a utilizar para resolver los productos
de la PCR semicuantitativa.

Una vez corroborados los primers y tal como se mencion6 anteriormente, en materiales y métodos,
para resolver los productos de las PCR semicuantitativa se pusieron a prueba dos tipos de electroforesis,
una en gel de agarosa al 2% en presencia de Bromuro de Etidio y otra en gel de poliacrilamida al 10%, en
esta ultima las bandas se revelaron por precipitacion con Nitrato de Plata (AgNO3) segun el procedimiento
descripto por Sanguinetti y col., 1994. En ambos casos se sembraron los productos de una PCR estandar
realizada, previamente, para todos los primers de interés con solo 0,5ug ADNc extraido de animales sin
tratamiento alguno.La PCR se corri6 a 35 ciclos, el numero maximo de ciclos que se empleara, luego,
para las curvas de las PCRssemicuantitativas.
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Figura 3. El panel superior corresponde a una electroforesis en gel de agarosa al 2%
en presencia de Bromuro de Etidio y el panel inferior a una electroforesis en gel de poliacrilamida al
12% revelada con Nitrato de Plata. En ambos casos se sembraron los productos de una PCR
estandar de 35 ciclos para todos los primers de interés.

Como puede verse en la Figura 3, la electroforesis en gel de agarosa al 2% resulto no ser lo suficiente-
mente sensible para poder detectar estas concentraciones de ADNc. Por su parte, la electroforesis en gel
de poliacrilamida seguida por la tincién con nitrato de plata como método de revelado permitié observar
las bandas correspondientes a todos los pares de primers por lo que fue escogida como la electroforesis
a utilizar para resolver los productos de PCR y su subsiguiente cuantificacion. Ademas, es interesante
resaltar que empleando esta técnica se hizo visible la banda correspondiente al primer de TET1 lo que
nos confirma que su ausencia en el gel de poliacrilamida utilizado para la comprobacion del disefio de los
primers se debia, principalmente, a la baja sensibilidad de la técnica y posiblemente a su tenue expresion.

4. PCR semicuantitativa

Habiendo seleccionado el tipo de electroforesis a utilizar para la cuantificacion, el siguiente paso para
llevar a cabo la técnica de PCR semicuantitativa consistié en determinar cual es el nUmero de ciclos que
se va a utilizar en la reaccion de PCR para cada par de primers de manera que la amplificacion resulte
suficiente para ser detectada en un gel de poliacrilamida al 10%, pero que no alcance la saturacién para
que la expresion pueda ser comparada. Para esto se procede, como se detalla en Materiales y Métodos,
realizando PCRs de 17, 23, 29 y 35 ciclos y construyendo curvas sigmoedeas de la densidad de la banda
observada en el gel de poliacrilamida en funcién al nimero de ciclos empleados durante la reaccion. Las
curvas obtenidas, junto con cada gel, para todos los pares de primers se pueden observar en la Figura4.1.
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Figura 4.1. Para cada par de cebadores se muestran los geles de poliacrilamida al 10% revelados
con plata y las curvas construidas a partir de la densitometria de los mismos.

Teniendo en cuenta las curvas obtenidas y por razones practicas, se decidid, en todos los casos,
que 26 ciclos resultaba el numero mas adecuado para realizar la PCR, debido a que esta cantidad aun
mantiene la amplificacion en la zona de crecimiento exponencial de la curva para todos los cebadores
permitiendo asi, no solo que las diferencias en los patrones de expresion puedan ser comparativas si no,
también, realizar todas las reacciones en la misma corrida al mismo tiempo.

Llegado este punto, resulta relevante aclarar que las muestras sometidas al analisis por PCR semi-
cuantitativa fueron aquellas obtenidas por la administracion de nicotina definida en el 3er punto de la
secciéon Materiales y Métodos, esto es, aquellas extraidas de los tres grupos de animales: el grupo Salino
o control que no recibi6 ningun tratamiento, el grupo Crénico que fue expuesto a nicotina en el agua 24hs
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al dia durante dos semanas y el grupo Intermitente o D/N en el cual los peces fueron expuestos a la dro-
ga solo durante las horas de luz del ciclo luz/oscuridad (14hs/10hs) y privados de la misma durante las
horas nocturnas, al igual que los crénicos, durante dos semanas. Los geles de poliacrilamida obtenidos
durante dicho analisis con los productos de la reaccién de PCR de 26 ciclos y los graficos derivados de
los mismos que se muestran en la Figura 4.2.

La cuantificacién de la densidad de las bandas realizada con el programa Gel-Pro Analizersefalé que
no se habrian producido cambios en los patrones de expresién de los primers correspondientes a Pixt3
y Egr1, al menos cambios que fueran detectables con esta técnica, mientras que en el caso de DNMT1
los animales pertenecientes al grupo de exposicion cronica han reducido su expresién y los miembros
del grupo de exposicion interrumpida (D/N) la han aumentado, en ambos casos en relacién a los niveles
observados en el grupo salino. Por su parte los patrones de SIRT1 muestran la misma tendencia de
cambio que los de DNMT1 pero con menor significancia estadistica en la diferencia exhibida por el grupo
D/N en funcién al grupo salino. Finalmente, en el caso de TET1, se observa un aumento de su expresion
en ambos grupos expuestos a la nicotina, aumento que es aun mas significativo para el grupo D/N.
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TET1 Egr1

Densidad Relativa
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Salinos Cronicos D/N Salinos Crénicos DIN

5. PCR cuantitativa o qPCR

Una vez puesta a punto la técnica de PCR semicuantitativa y finalizado el analisis, por medio de ésta,
del modo en que varian los patrones de expresion de DNM1, SIRT1, TET1, Pitx3 y Egr1 en los tres gru-
pos de animales pertenecientes a la experiencia de exposicion a nicotina se decidié evaluar, de manera
representativa, los cambios en los patrones de DNMT1 y SIRT1 por gPCR con la finalidad de confirmar
las tendencias observadas por el método semicuantitativo y determinar, ademas, su sensibilidad y limite
de deteccién. Elegimos emplear estos dos genes por el patron de cambios observados, en el caso de
DNMT1 porque resultaron bien marcados para los tres grupos y en el caso de SIRT debido a la signifi-
cancia estadistica minina en la modificacién mostrada por los peces del grupo D/N.

En la siguiente tabla se pueden observar todos los datos de Eficiencia y Ct (ciclo umbral) para cada par
de primers, por duplicado, arrojados por el equipo de PCR en Tiempo Real que fueron utilizados, luego,
para el célculo del cambio de expresion relativa mediante la ecuaciéon 3 que se encuentra desarrollada
en detalle en la seccién Materiales y Métodos.
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Muestra Ct Eficiencia Promedio Promedio

Ct Eficiencia

18S-Salinos 30.36 0,97651448 30,18 0,99234114
30.00 1,0081678

18S-Cronicos 30.56 0,9842665 30,705 0,9867826
30.85 0,98929871

18S-D/N 30.88 0,95343966 30,76 0,97548665
30.64 0,99753365

DNMT1-Salinos 22.44 1,04079791 22,585 1,06456605
22.73 1,0883342

DNMT1-Cronicos 26.15 1,09122133 26,07 1,06319404
25599 1,03516676

DNMT1-D/N 20.53 0,97196862 20,585 0,98811676
20.64 1,00426489

SIRT1-Salinos 27 11 1,10184168 27,055 1,11916371
27.00 1,13648575

SIRT1-Cronicos 30.74 1,06395393 30,85 1,08313982
30.96 1,1023257

SIRT1-D/N 25155 1,04927386 26,19 1,07386525
26.05 1,09845664

Para el analisis de estos datos, que nos permitieron determinar la existencia de un cambio relativo en
la expresion de los ARN mensajeros, se utilizé el método denominado “Gene expression’s CT Difference”
(GED) descripto en detalle por Schefe y colaboradores en el 2006. Aplicando este método se comparan
los valores de CT de una, o varias, muestra de interés (SOI), en nuestro caso de DNMT1 y SIRT1 para
las dos condiciones de tratamiento que implicaron exposicion a nicotina, con respecto a una muestra
calibradora (Cal S), en este caso los mismos dos genes pero expresados en el grupo control o salinos,
teniendo en cuenta las eficiencias individuales de cada curva de amplificaciéon en cada tubo. Por su parte
18S, en cada una de las condiciones de tratamiento, fue empleado como gen de referencia y utilizado,
por lo tanto, para normalizar los valores de las muestras de interés y calibradora respectivamente.
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Figura 5. El panel de la izquierda representa los cambios en los patrones de expresion obtenidos
por gPCR para el gen DNMT1 mientras que el de la derecha los muestra para SIRT1. En ambos
casos los resultados se presentan como la media £ el desvio estandar (Mean+SD) con una
significancia de P <0,05.

Finalmente, en la Figura 5 se muestran los cambios detectados con la aplicaciéon de la técnica de
gPCR para DNMT1 y SIRT1. Para ambos genes se observaron modificaciones significativas entre el
grupo control y los dos grupos expuestos a nicotina y asimismo, también, entre el grupocrénico y el D/N.
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DISCUSION

Teniendo en cuenta los pocos antecedentes en el estudio de las propiedades reforzantes con nico-
tina y los escasos estudios con un modelo animal como los peces cebra, en el presente trabajo hemos
intentado la implementacién de un nuevo método de CPP basandonos en el trabajo, con peces cebra,
realizado por Valente y col. (2012). En dicho trabajo los peces habian asociado un piso con rayas con un
shock eléctrico y un piso gris sin ningun tipo de asociacion. Nosotros pretendimos hacer lo mismo con la
nicotina asociandola con un color especifico en una mitad de la base de la pecera de manera tal que si
se cambiaba la posicion del color el pez buscaria el area de la pecera con el color asociado a la droga.

Los resultados no mostraron diferencias significativas en dicho procedimiento, posiblemente, porque
para establecer una fuerte asociacion nicotina-entorno de este tipo deberia condicionarse al pez durante
mas dias. En nuestro caso se utilizaron 3 dias de condicionamiento ya que con un método estandar es
suficiente para detectar preferencia (Kedikian y col. 2013).0Otra razén por la cual el CPP no resulté podria
radicar en la eleccién de colores, si bien fueron escogidos partiendo de la base de que ninguno resulta
aversivo para el pez cebra (método no sesgado) (Avdesh y col., 2012) la seleccién de uno de los colores
como aversivo podria haber arrojado otro tipo de resultados (método sesgado). Utilizamos el método no
sesgado porque ha demostrado ser mas eficiente para la nicotina. Finalmente, quizas la luz utilizada para
reflejar los colores fuera un estimulo demasiado fuerte y por lo tanto aversivo, debido a la alta sensibilidad
a la luz que poseen los peces, generandoles estrés y dificultando la asociacién droga-entorno.

Entonces decidimos cambiar el tipo de estudio principalmente porque poner a punto un CPP de las
caracteristicas del que deseabamos utilizar podria demandar un tiempo demasiado extenso para realizar
un trabajo de tesina. Otra pregunta que se desarrolla en el laboratorio es relativa al sindrome de abstinencia
generado por la nicotina por lo que decidimos volcarnos a ella como objeto de estudio para el presente
trabajo. La nicotina, como droga de abuso, posee la capacidad de generar sindrome de abstinencia poco
tiempo después de que su consumo se ve interrumpido, lo que se ha consolidado en la actualidad como
la mayor causa de reincidencia del habito de fumar. La gran mayoria de los estudios realizados en torno
a esto emplean como modelo roedores a los que se les administra la droga mediante bombas osméticas
(Ohmura y col., 2011).El problema con esta metodologia es que los animales reciben continuamente la
droga cambiando la homeostasis del individuo. Es decir, sirven para estudiar la abstinencia, pero tiene
poco correlato con la abstinencia como fenémeno fisiolégico. Teniendo en cuenta estos factores se decidié
evaluar el sindrome de abstinencia a la nicotina en peces cebra, utilizando un protocolo estandar y un
protocolo sin antecedentes consistente en una exposicién intermitente.

En el estudio de la neurobiologia de la nicotina, los trabajos que emplean al pez cebra como modelo
son bastante escasos y de hecho, en la actualidad, no se cuenta con ningun antecedente en torno a la
abstinencia que esta droga genera en dicho modelo. En nuestro laboratorio fue demostrado el efecto
reforzador de la nicotina en peces (Kedikian y col. 2013). Partiendo de esta base, nos planteamos si el
pez cebra podria ser utilizado como modelo de abstinencia teniendo en cuenta que como modelo expe-
rimental presenta varias ventajas: ha sido propuesto como una alternativa a modelos de mamiferos en
varios campos, incluyendo las neurociencias (Guo S., 2004), puede desarrollar una variedad de compor-
tamientos complejos como el aprendizaje, la adiccién, la agresion, y asi como la interaccion social, es
facil de mantener y barato (William y Bally-Cuif, 2010).

Los sintomas asociados al periodo de abstinencia a la nicotina se pueden extender hasta un afio o
mas, luego de la ultima exposicion, por lo que resulta légico suponer que los cambios bioldgicos invo-
lucrados en este periodo poseen en el potencial de mantenerse estables a largo plazo. Por esta razén
los factores epigenéticos se han establecido como firmes candidatos para ser evaluados como un me-
canismo interviniente en este proceso (Renthal y Nestler, 2008). Las senales gatilladas por la activacion
de segundos mensajeros en los procesos adictivos no pueden justificar la mantencion de la actividad
sinaptica en los procesos de largo plazo involucrados en la adiccidon como la abstinecia. En la actualidad
solo dos grupos(Pastor y col., 2011; Kily y col., 2008) han realizado trabajos en los que se examinan las
modificaciones en ciertos factores epigenéticos luego de la exposicidon a nicotina y en ambos casos se
emplearon roedores como modelo experimental y evaluaron las propiedades reforzantes de la droga.
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Por otro lado, los factores de transcripcion sirven como un mecanismo clave por el que la expresion
de diferentes genes se pueda controlar, ya que se unen a secuencias reguladoras de ADN altamente
especificas. Ademas, ya se ha visto que ciertos factores de transcripcion se ven activados luego de la ex-
posicion a nicotina(Pascual y col., 2009) por lo que decidimos evaluar como se modifica, con la abstinencia
generada por esta droga, un factor de transcripcion muy estudiado como Egr1 que posee una expresion
basal y en un factor que se expresa en las neuronas dopaminergicas como es Pitx3 cuya transcripcion
aumenta cuando dicho tipo neuronal se activa.

Desde un punto de vista general nuestros resultados evidenciaron que no resulta equivalente expo-
ner los animales a nicotina de forma crénica o de forma intermitente(dia/noche)dado que, para todos los
factores epigenéticos evaluados, los patrones de expresién variaron entre un modelo de exposicion y el
otro ademas de en funcién del grupo salino.

Particularmente centrandonos, de todos los factores evaluados, en las enzimas involucradas con la
metilacion del ADN, DNMT1 (metiltransferasa de mantenimiento) y TET1 (desmetilasa), se encontré que
para el grupo de exposicién cronica los niveles de DNMT1 disminuyen y los de TET1 aumentan mientras
que para el grupo intermitente (D/N) aumentan su expresion ambas enzimas. Esto podria interpretarse
como que cuando la nicotina es constante durante 14 dias seria mas significativa la desmetilacion que la
metilacion del ADN, mientras que en el grupo dia/noche ambos procesos estarian aumentados. En este
segundo caso podria considerarse que los niveles generales de metilacion no presentarian cambios pero
podria estar ocurriendo la activacion y el silenciamiento de genes diferentes. Este fendmeno aportaria
mayor plasticidad al sistema, ya que existirian modulaciones negativas y positivas en la expresion de
genes diferentes.

Por su parte, SIRT1 (una histona desacetilasa) muestra niveles aumentados para los peces del grupo
D/N y disminuidos para los del grupo crénico lo que nos permite inferir que la exposicién intermitente de
la nicotina desencadena la activacion de genes por desacetilacién mientras que la exposicién cronica
deriva en una menor activacion de genes por el mismo mecanismo. Esto podria estar directamente co-
rrelacionado con los datos obtenidos con la expresion de las metilasas y desmetilasas.

En el caso de los dos factores de transcripcion examinados, para ninguna de las condiciones de trata-
miento se evidenciaron cambios en los patrones de expresion. Esto podria ser explicado por el periodo de
24hs entre la ultima exposicion a la droga y el momento en que los animales fueron sacrificados ya que,
en su caracter de factores de transcripcidon, ambos modifican sus niveles para gatillar una determinado
reaccion pero luego retornan rapidamente a sus niveles basales.

Asimismo, una parte importante de este trabajo consistié en poner a punto la técnica de PCR semi-
cuantitativa y establecer su sensibilidad en funcién de la qPCR. Con respecto a esto, pudimos observar
que para DNMT1 y SIRT1, los unicos dos genes sometidos a la cuantificacion por gPCR, las tendencias
obtenidas entre la PCR semicuantitativa y la cuantitativa se mantuvieron, es decir, en ambos casos, el
grupo cronico mostré una disminucion significativa en su expresion mientras que el grupo intermitente
(D/N) expuso un aumento en la misma. Resulta interesante destacar que si bien, debido a la mayor sen-
sibilidad de la técnica de gPCR por sobre la de PCR semicuantitativa, la modificacion en la expresién de
SIRT1 para los peces de exposicién intermitente es de igual significancia estadistica que la observada en
el mismo grupo para DNMT1, si nos centramos en los numeros crudos, el cambio resulta ser de aproxima-
damente un tercio, lo que concuerda perfectamente con lo expuesto por la PCR semicuantitativa. Estos
resultados sugieren que la PCR semicuantitativa es una herramienta confiable y menos costosa cuando
se desea evaluar los niveles de expresiéon de los RNAm, por lo menos para ciertos factores epigeneticos
y de transcripcion. Es nuestra idea ampliar los estudios para verificar si puede ser utilizada con otros
genes de segundos mensajeros, por ejemplo.

Si bien resta evaluar el modo en que se comportan muchos otros factores epigenéticos y de trascrip-
cion ante la exposicién a nicotina y durante el periodo de abstinencia que esta genera, en este trabajo
se abordd por primera vez este analisis en un modelo de pez cebra. Asimismo la implementacién de
la exposicion intermitente que se propuso, mostro resultados diferenciales en relacion a la exposicion
croénica empleada en la mayoria de los estudios de drogas de abuso por lo que la presente tesina aportd
un modelo novedoso cuya aplicacién permite alcanzar una mayor similitud fisiolégica con lo que ocurre
en el consumo humano de nicotina. Esto se basa en que ha sido demostrado que para que animales
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de laboratorio se vuelvan adictos a una droga esta debe ser administrada en forma intermitente y no en
forma continua. La forma continua puede servir como modelo de abstinencia, pero resulta ser menos
fisiolégico que los modelos intermitentes.

Nuestro préximo objetivo es evaluar el CPP de peces cebra luego de los 2 tratamientos con nicotina
descriptos aqui, y examinar el modo en que se comportan los patrones de expresion de estos factores
de transcripcion y epigeneticos. La comparacion entre los niveles de expresion de los factores estudiados
antes y después del CPP puede darnos una idea de la participacion de estos factores en la formacion
de una preferencia por la nicotina. Ademas, se evaluara que ocurre con el CPP de los animales someti-
dos a los 2 tipos de pre- tratamientos con nicotina, tratando de evaluar sin los factores analizados aqui
influencian en dicho comportamiento.
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