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RESUMEN

La corteza visual es un modelo experimental paradigmatico para el estudio de los procesos de
plasticidad dependiente de la experiencia en el sistema nervioso central. En esta area, los niveles de
plasticidad son particularmente elevados durante los llamados periodos criticos de plasticidad de la
vida postnatal, y luego disminuyen durante la adultez. En los Ultimos afios, varias estrategias que
restauran altos niveles de plasticidad en el adulto han sido identificadas en roedores. Entre estas, la
administracién crdnica con el antidepresivo fluoxetina y el mantenimiento en condiciones de
ambiente enriquecido, son las mas relevantes por su potencial uso en la clinica. Se ha propuesto que
el balance entre el tono excitatorio e inhibitorio cortical (E/I) cumple un rol fundamental en la
determinacién de los niveles de plasticidad. Con el fin de identificar un posible marcador del balance
E/I, medimos la relacion entre los niveles de dos transportadores vesiculares, vGIuT-1 y vGAT,
clasicamente utilizados como marcadores de sinapsis excitatorias e inhibitorias, respectivamente. En
este estudio realizamos ensayos de Western blot en ratones jévenes con altos niveles de plasticidad
comparando con adultos con bajos niveles de plasticidad, y en ratones adultos con altos niveles de
plasticidad restaurados experimentalmente comparando con los controles. Encontramos que los
niveles de vGluT-1 no son modulados en los diferentes modelos experimentales, mientras que los
niveles de vGAT son modulados negativamente en ratones tratados con fluoxetina y mantenidos en
ambiente enriquecido, pero no durante el PC. Nuestros resultados sugieren que la relacién vGIuT-
1/vGAT es un buen marcador del balance E/I reflejando los niveles de plasticidad Unicamente en los

modelos de restauracién de la plasticidad en adultos.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso se caracteriza por presentar una gran capacidad de adaptarse a los
constantes cambios de su entorno. La base de esta adaptacion es la formacién y el refinamiento de
los circuitos neuronales, que permiten que nuestro cerebro se desarrolle, adquiera nuevos
conocimientos, aprenda nuevas habilidades y se recupere de lesiones (van Versendaal & Levelt, 2016).
En las fases mas precoces del desarrollo neuronal, la formacién de los circuitos estd guiada por sefales
moleculares determinadas genéticamente, mientras que durante las etapas del desarrollo
subsecuentes, los patrones de actividad eléctrica son los factores mas relevantes en este complejo
proceso. Dichos patrones de actividad eléctrica pueden ser generados de modo espontaneo por el
cerebro en desarrollo, o una vez que los érganos sensoriales periféricos se hayan desarrollado y sean
funcionales, por estimulos externos, es decir por la experiencia (Levelt & Hibener, 2012). La forma en
gue estos estimulos externos influencian la estructura y la funcién de los circuitos neuronales se
conoce como plasticidad dependiente de la experiencia. Los circuitos neuronales son particularmente
susceptibles a modificaciones inducidas por la experiencia durante algunos periodos de vida, lamados
periodos criticos de plasticidad (PC) (Berardi et al., 2000; Hensch, 2004). Estos periodos han sido
identificados en todas las especies estudiadas y en diferentes sistemas sensoriales, en sistemas
motores y en circuitos que procesan funciones multimodales (Hensch, 2004).

La distribucion temporal de estos periodos criticos varia de acuerdo al sistema y depende, al
menos en parte, de caracteristicas especificas del estimulo. En humanos, estas ventanas temporales
de sensibilidad a la experiencia se distribuyen en tres fases (Figura 1). Para el caso de las regiones
cerebrales dedicadas a la vision y otros sentidos, el PC abre tempranamente en la infancia y cierra casi
totalmente hacia la nifiez. Para las regiones del lenguaje y de las funciones cognitivas de orden
superior, este periodo abre un poco mas tardiamente y disminuye en gran medida hacia la
adolescencia y la adultez, pero nunca se cierra completamente, permitiendo asi un cierto grado de
aprendizaje continuo a lo largo de toda la vida. El hecho de que estas fases ocurran en modo secuencial

permite la adquisicion de habilidades cada vez mas complejas (Bardin, 2012).
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Figura 1. Las tres fases de sensibilidad a la experiencia en el cerebro humano. Los periodos criticos para
regiones corticales dedicadas a la vision y otros sentidos (en rojo) abren durante la infancia y cierran casi
totalmente hacia la nifiez. Las regiones dedicadas al lenguaje (en amarillo) y a la cognicion superior (en violeta)
abren mds tardiamente y nunca cierran totalmente. El orden secuencial de estas fases permite la adquisicion de
habilidades complejas (texto en gris) (Modificado de Bardin 2012).

Los procesos de plasticidad dependiente de la experiencia se han investigado clasicamente en
los sistemas sensoriales, debido, en parte, a la facilidad de modular experimentalmente las entradas
sensoriales y estudiar los efectos consecuentes. El sistema visual es uno de los modelos
experimentales paradigmaticos en este tipo de estudios. En los afios sesenta, experimentos pioneros
liderados por David Hubel y Torsten Wiesel (Premio Nobel en Medicina en 1981) caracterizaron los
efectos de la experiencia sobre la organizacidon anatdmico-funcional de la corteza visual primaria. Estos
investigadores utilizaron el protocolo experimental de privacion monocular que consiste en bloquear
temporalmente la visidon en un solo ojo y asi crear un desequilibrio funcional entre los dos ojos. Este
procedimiento, cuando es realizado en animales jévenes, lleva a una reorganizacion tanto estructural
como funcional en la corteza visual y a una fuerte reduccion de la vision en el ojo bloqueado. Cuando
la privacion monocular es realizada en animales adultos, no se observa dicha reorganizacién. Estos
experimentos fueron los primeros en demostrar el rol fundamental de la experiencia en el correcto
desarrollo de la corteza visual, y en evidenciar la existencia de un periodo critico de alta plasticidad en
esta area, y la reduccion de ésta en fases adultas (Hubel & Wiesel, 1963, 1970, 1998; Wiesel, 1982).

El desequilibrio funcional entre los dos ojos generado en animales experimentales por la
privacién monocular, produce efectos que son muy similares a los que se observan en niflos ambliopes
(Kiorpes et al., 1998). La ambliopia es una condicidn patoldgica que afecta el 2-5% de la poblacién
mundial caracterizada por una reduccion de la agudeza visual y de la sensibilidad al contraste (Holmes
& Clarke, 2006). Esta es causada principalmente por una experiencia visual anormal durante el
desarrollo, como ser el estrabismo, la anisometropia, y la catarata congénita (condiciones

caracterizadas por un desequilibrio funcional entre los dos ojos). La ambliopia es cominmente tratada



poniendo un parche en el ojo “sano”, y reequilibrando asi las entradas visuales. Este tratamiento es
efectivo exclusivamente cuando se realiza en fases tempranas (antes de lo 8-9 afios de edad, en nifios)
cuando el sistema es todavia sensible a modificaciones, pero no tiene efecto si se realiza mas
tardiamente cuando las capacidades plasticas son reducidas (Baroncelli et al., 2011).

En los ultimos afios, varios grupos se han focalizado en identificar estrategias experimentales
gue potencien la plasticidad en adultos bajo la hipdtesis que esto pueda facilitar la recuperacion de
funciones afectadas durante el desarrollo o por patologias. Particularmente relevantes han sido los
estudios en el sistema visual de animales experimentales con el objetivo de tratar la ambliopia en
adultos. Se han identificado varias estrategias que restauran en el adulto altos niveles de plasticidad
similares a los caracteristicos del PC y que promueven la recuperacion de la vision en animales
ambliopes. Algunas de estas estrategias son no invasivas y potencialmente aplicables en tratamientos
clinicos. Una de ellas es la administracion de fluoxetina, un antidepresivo comercial utilizado en
humanos (Prozac), que es un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (Wong et al., 2005;
Castrén & Hen, 2013; Rossi, 2016). Otra estrategia experimental consiste en mantener a los animales
en un entorno complejo de estimulacion sensorio-motor y social, conocido como ambiente
enriquecido (van Praag et al., 2000). Se ha demostrado que ambas estrategias no solo restauran altos
niveles de plasticidad en la corteza visual de animales adultos, sino que también permiten la
recuperacion de la agudeza visual en animales ambliopes (Sale et al., 2007; Maya-Vetencourt et al.,
2008).

Caracterizar los mecanismos celulares y moleculares que determinan los niveles de plasticidad
a lo largo de la vida y los que permiten restaurar altos niveles de plasticidad en adultos, es de gran
relevancia no solo para tratar defectos de la visién, sino también para tratar otras patologias del
neurodesarrollo (Sale et al., 2010). En los ultimos afios, utilizando la corteza visual como modelo
paradigmatico, se han identificado numerosas moléculas y vias de sefializacién implicadas en estos
procesos (Figura 2). La plasticidad estd determinada por complejas interacciones entre varios
mecanismos en los cuales participan diferentes tipos celulares (neuronas excitatorias e inhibitorias y
células gliales) y varias clases de moléculas. Algunas de ellas son: componentes de la matriz
extracelular (proteoglucanos condroitin sulfato, redes perineuronales, factores asociados a la
mielina), factores nucleares (CREB, Arc), moduladores de la transcripcion (histona deacetilasas),
proteinas de union al calcio (CamKII, calcineurina, troponina C), proteinas quinasa (PKA, CamKll, ERK),
factores de crecimiento (BDNF, IGF-1), neuromoduladores (acetilcolina, serotonina, noradrenalina) y

otros (PirB, TNFa, receptores canabinoides) (Tropea et al., 2009).
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Figura 2. Esquema de los principales mecanismos celulares y moleculares que median la plasticidad en la
corteza visual. Una neurona piramidal (en amarillo) recibe entradas de una neurona GABAérgica (en azul, a la
izquierda) y de una terminal pre-sindptica glutamatérgica (en rosado, a la derecha). La composicion y densidad
de los receptores para GABA y glutamato modulan la plasticidad cortical, asi como también las moléculas
involucradas en la insercion y remocion de los receptores a la membrana plasmdtica (Arc). Moléculas que
detectan y unen calcio post-sindptico, como la Troponina C cardiaca, calcineurina y CamKIl, también son
importantes para la plasticidad. Otros efectores incluyen moléculas MHC (complejo mayor de
histocompatibilidad), factores de crecimiento, como BDNF e IGF-1 y neuromoduladores (serotonina, acetilcolina
y noradrenalina). Cambios en la entrada de calcio son sequidos por cascadas de sefializacion que incluyen varias
proteinas quinasa (como ser ERK,PKA y CamKll) y terminan en la activacion de la transcripcion mediada por CREB.
Esta transcripcion es controlada a su vez por enzimas de remodelacion de la cromatina. Las modificaciones
funcionales de las sinapsis estdn acopladas con re-arreglos estructurales de las dendritas y las espinas, que
probablemente son mediados por la remodelacion de la actina. A nivel extracelular, receptores asociados a la
mielina (NogoR) y componentes de la matriz extracelular (proteoglucanos condroitin sulfato, dcido polisidlico,
proteinas de union a factores de crecimiento insulinicos y el activador tisular de plasmindgeno) regulan la
capacidad de la plasticidad estructural y/o el acceso a efectores moleculares al soma celular. Otros componentes
de la matriz extracelular también forman redes alrededor de las neuronas inhibitorias parvalbuminérgicas, que
restringen la plasticidad. Aferentes serotoninérgicas, colinérgicas y noradrenérgicas también modulan la
plasticidad visual. Finalmente, las células gliales (astrocitos) contribuyen a la plasticidad cortical por medio de la
modulacion de la transmision glutamatérgica y la produccion de moléculas relacionadas a la plasticidad.
Abreviaciones, PNNs: peri-neuronal nets (redes perineuronales); PSA: polysialic acid (dcido polisidlico); ECM:
extracellular matrix (matriz extracelular); IGFBPs: insulin-like growth factor-1-binding proteins (proteinas de
union a  factores de crecimiento similares a la insulina); CSPGs: chondroitin-sulphate proteoglycans
(proteoglucanos condroitin sulfato); HDAC: histone deacetylases (deacetilasas de histonas); IEGs: immediate
early genes (genes de expresion rdpida); CREB: cCAMP-responsive element-binding protein (proteina de union al
elemento de respuesta al AMPc); tPA: tissue-type plasminogen activator (activador tisular de plasminégeno);
TNFa: tumour necrosis factor alpha (factor de necrosis tumoral alfa); PKA: protein kinase A (proteina quinasa A);
PKC: protein kinase C (proteina quinasa C); PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase (fosfoinositol 3-quinasa) ; ERK:
extracellular signal-regulated kinase (quinasa regulada por sefiales extracelulares); tropC: cardiac troponin C
(troponina C cardiaca); CamKIl: calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il (proteina quinasa dependiente
de calcio/calmodulina 11); BDNF: brain-derived neurotrophic factor (factor neurotrdfico derivado del cerebro);
Igf1R: insulin-like growth factor 1 receptor (receptor del factor de crecimiento insulinico de tipo 1); TrkB: tyrosine
receptor kinase B (receptor tirosina quinasa B). (Imagen de Tropea et al., 2009).



Se ha propuesto la hipdtesis que los mecanismos que controlan la plasticidad ocurren en una
secuencia temporal determinada y son regulados por numerosos factores, que se pueden separar en
dos grandes grupos: los factores estructurales y los funcionales (Figura 3). Por factores estructurales
se entienden varios mecanismos que se relacionan con la maduracién de la mielina y la condensacion
de la matriz extracelular que limitan el crecimiento de las neuritas, la reorganizaciéon vy
reestructuracion de las conexiones sinapticas (Stephany et al., 2014). Los factores funcionales acttan
directamente controlando los varios elementos que determinan el tono excitatorio e inhibitorio en los
circuitos locales (balance E/I) (Hensch & Fagiolini, 2005). Durante el desarrollo del sistema nervioso la
maduracién de los circuitos excitatorios precede a la maduracion de los circuitos inhibitorios. Las
sinapsis inhibitorias comienzan a desarrollarse mas tardiamente, de modo que se alcanza un primer
umbral en el balance E/I que determina la apertura del periodo critico. Luego, los circuitos inhibitorios
contintan desarrollandose, y se alcanza un segundo umbral en el balance E/I que determina el cierre
del periodo critico. Este equilibrio E/I se mantiene durante la adultez, asi como también los bajos

niveles de plasticidad una vez finalizado el PC (Bavelier et al., 2010; Takesian & Hensch, 2013).
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Figura 3. Evolucion de la plasticidad a lo largo de la vida representada por los cambios en el balance entre
excitacion e inhibicién (E/I). Las flechas rectas y finas indican los cambios que participan en el desarrollo del
periodo critico. Las flechas curvas y gruesas en (1) y (2) sugieren los posibles mecanismos para potenciar la
plasticidad y la recuperacion de funciones (Modificado de Bavelier et al. 2010).

De modo interesante, se ha propuesto que estos factores pueden ser considerados como
“frenos” que limitan la plasticidad en el adulto, por lo tanto actuando sobre ellos se podrian modificar
los niveles de plasticidad. Se ha demostrado que las estrategias mencionadas anteriormente que
restauran la plasticidad en la corteza visual del adulto actian removiendo frenos estructurales y

funcionales (Figura 3). Por ejemplo, el tratamiento con fluoxetina y la exposicion a ambientes



enriquecidos afectan la condensacién de la matriz extracelular en las redes perineuronales (EE: Ciucci
et al., 2007; FLX: Chen et al., 2011). A su vez, ambas estrategias disminuyen los niveles extracelulares
basales de GABA, reduciendo el tono inhibitorio y modificando asi el balance E/I (EE: Sale et al., 2007,

FLX: Maya-Vetencourt et al., 2008).

Relevancia del balance E/I en los procesos de plasticidad cortical

Los experimentos iniciales que han demostrado la relevancia del balance E/I en el control de
la plasticidad de la corteza visual se han basado principalmente en la utilizacion de animales mutantes
(Figura 4). Por ejemplo, la alteracion especifica de la transmision glutamatérgica en los ratones knock-
out (KO) de la subunidad NR2A del receptor NMDA, ha permitido identificar el rol del tono excitatorio
en este proceso (Fagiolini et al., 2003). Por otro lado, animales que presentan alteraciones especificas
de la transmisiéon GABAérgica, como los KO de una de las enzimas de sintesis de GABA (GAD65)
(Hensch et al., 1998; Fagiolini & Hensch, 2000), y los transgénicos que sobre-expresan BDNF (Huang
et al., 1999), han permitido caracterizar el rol fundamental de la inhibicion en la determinacion del

comienzo, duracidn y cierre del periodo critico de plasticidad (Hensch & Fagiolini, 2005).
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Figura 4. Andlisis del rol del balance E/I en la plasticidad de la corteza visual. La excitacion mediada por
glutamato a través de receptores NMDA es prolongada (trazos grises, imagen arriba a la izquierda) en ratones
mutantes que carecen de la subunidad NR2A, respecto a los wild type (trazos negros, imagen arriba a la
izquierda). La cantidad total de carga transferida a través de los receptores NMDA es aumentada en los animales
mutantes (imagen abajo a la izquierda) al pico del periodo critico de plasticidad (P28). Del lado inhibitorio, el
neurotransmisor GABA es sintetizado por dos isoformas de la enzima GAD (glutamic acid decarboxylase), GAD65
y GAD67. Una alteracion de la isoforma GAD65, que se encuentra en las terminales sindpticas, reduce la
liberacion de GABA de las interneuronas inhibitorias. Ambas manipulaciones (de la subunidad NR2A del receptor
NMDA y de la GAD65) alteran el balance E/I a favor de la excitacion, y son revertidos por la administracion de
diazepam (agonista del receptor GABA,). (Imagen de Hensch & Fagiolini, 2005).



Los mecanismos celulares y moleculares a través de los cuales el balance entre excitacion e
inhibicion en los circuitos corticales controla los procesos de plasticidad dependiente de la
experiencia, todavia no han sido completamente caracterizados. La experiencia sensorial que llega a
la corteza es integrada a este nivel por la interaccion entre circuitos locales complejos. Cada neurona
qgue forma parte de estos circuitos, recibe entradas excitatorias e inhibitorias que modulan sus
capacidades integrativas, y a su vez las de todo el circuito. La integracion de la informacion sensorial
en la corteza visual es fundamental para detectar el proceso competitivo entre las entradas de los dos
ojos, y asi desencadenar los mecanismos de plasticidad que van a inducir modificaciones en los
circuitos tanto a nivel funcional como estructural (Liu, 2004; Hensch & Fagiolini, 2005).

No obstante la extrema dificultad en identificar como interaccionan las entradas excitatorias
e inhibitorias en los circuitos, varios estudios han logrado caracterizar en parte el rol de la inhibicion
en estos procesos. Se ha propuesto que la transmisién inhibitoria podria actuar como filtro temporal
y espacial sobre cada neurona individual, permitiendo asi detectar diferencias en la actividad que
provienen de los dos ojos, controlando asi la plasticidad (Feldman, 2000; Heimel et al., 2011; Chen &
Nedivi, 2013).

Un tipo celular que posee todas las caracteristicas necesarias para cumplir este rol, son las
células parvalbuminérgicas, un subtipo especifico de interneuronas GABAérgicas. Las principales
conexiones de estas células ocurren a nivel del segmento inicial del axén y del soma, lo que hace que
estén idealmente situadas para controlar la decisién de la neurona de descargar el potencial de accidn
y a su vez la retropropagacion, que es necesaria para los procesos de plasticidad en el arbol dendritico
(Galarreta & Hestrin, 2002). Estas células forman redes de neuronas de rapida descarga, lo que genera
un sistema que es sensible a diferencias temporales en las sefales y por lo tanto permite detectar y
transmitir sefiales que estan sincronizadas. Todas estas caracteristicas indican que las células
parvalbuminérgicas corticales pueden ser la base celular y funcional responsable de detectar la
competencia entre los dos ojos y desencadenar ciertos mecanismos de plasticidad (Heimel et al.,
2011). Una de las principales evidencias del rol de las células parvalbuminérgicas en el control del
periodo critico de plasticidad proviene de estudios relacionados a la homeoproteina OTX2. Las
homeoproteinas son factores de transcripcion bien caracterizados que tienen un rol importante
durante el desarrollo embrionario. Ademas del clasico rol transcripcional, muchas homeoproteinas
(entre ellas OTX2) actuan como factores de sefializacidon extracelular. En el sistema visual, se ha
demostrado que OTX2 es transportada trans-sinapticamente desde la retina hacia la corteza visual de
modo dependiente de la experiencia sensorial. En la corteza, es capturada predominantemente por
las células parvalbuminérgicas, promoviendo su maduracion y la condensacion de la matriz

extracelular alrededor de éstas, lo que limita progresivamente la plasticidad. En ausencia de OTX2 en
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la retina, el periodo critico de plasticidad no comienza, pero puede ser recuperado por la
administracién exégena de la proteina OTX2 directamente en la corteza visual (Sugiyama et al., 2008;
Bernard & Prochiantz, 2016).

El rol del balance entre el tono excitatorio e inhibitorio en el control de los procesos de
plasticidad se ha estudiado no solo en la corteza visual, sino que también en otras areas de la corteza
cerebral y en otras regiones del SNC (corteza somatosensorial: Zhang et al., 2011; médula espinal y
corteza motora: Scali et al., 2013; corteza auditiva: Hackett et al., 2015). En los ultimos afios se ha
identificado que una regulacién anormal del balance E/I estd asociada a numerosas patologias del
sistema nervioso (Eichler & Meier, 2008), como ser epilepsia (Olsen & Avoli, 1997; Cobos et al., 2005),
esquizofrenia (Lewis et al., 2003; Kehrer, 2008), autismo (Laumonnier et al., 2004; Gogolla et al.,
2009), sindrome de Rett (Patrizi et al., 2015), envejecimiento, sindrome de Down y enfermedad de
Alzheimer (Rissman & Mobley, 2011). Se ha demostrado que muchas de estas neuropatologias tienen
su base en una sobre-inhibicion, relacionada a déficits permanentes en la plasticidad sinapticay en el
desarrollo neural. Como se muestra en la Figura 5, estrategias farmacoldgicas o comportamentales
gue reducen la inhibicion GABAérgica pueden incrementar la plasticidad en el cerebro adulto, y por lo
tanto pueden potencialmente aplicarse como terapias en el tratamiento de discapacidades

intelectuales del desarrollo.
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Figura 5. El aumento de la inhibicion GABAérgica durante el desarrollo se relaciona con una reduccion
progresiva de la plasticidad dependiente de la experiencia. La plasticidad es alta en el joven durante el
desarrollo temprano (bloque verde) y muy baja en el cerebro adulto (bloque amarillo). Aumentos andmalos en
los circuitos inhibitorios pueden llevar a una sobre-inhibicion, que se relaciona con discapacidades intelectuales
del desarrollo (bloque rojo), caracterizadas por déficits de la plasticidad sindptica y del desarrollo neural. Una
reduccion de la inhibicion GABAérgica, ya sea farmacolégicamente o con tratamientos comportamentales (texto
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en azul), puede aumentar la plasticidad en el adulto en condiciones fisioldgicas y patoldgicas facilitando la
recuperacion. MPA: mercaptopropionic acid (dcido mercaptopropionico, inhibidor de la sintesis de GABA); PTX:
picrotoxina (antagonista del receptor GABA,) (Modificado de Sale et al., 2010).

En conclusién, resulta particularmente relevante caracterizar en mayor detalle los
mecanismos celulares y moleculares que subyacen a la determinacién del balance E/I y asi identificar
estrategias para modularlo, a modo de potenciar la plasticidad en el adulto y facilitar la recuperacion

de funciones, ya sea en condiciones fisioldgicas o patolégicas.

1. JUSTIFICACION

Como fue mencionado anteriormente, el balance entre el tono excitatorio e inhibitorio es
considerado un factor fundamental en la determinacién de los procesos de plasticidad en la corteza
visual. En el presente proyecto se propone estudiar la modulacion de marcadores especificos de
sinapsis excitatorias y de sinapsis inhibitorias en distintos modelos de plasticidad. Para esto se
utilizaron anticuerpos que reconocen especificamente el transportador vesicular de glutamato de tipo
1 (a-vGluT-1) y el transportador vesicular del GABA (a.-vGAT). Ha sido ampliamente demostrado que
en la corteza cerebral estos transportadores se encuentran exclusivamente a nivel de las terminales
sinapticas de las neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas, por lo que son considerados marcadores
selectivos de dichas sinapsis (Nakamura et al., 2005; Edwards, 2007).

En este estudio se propone utilizar como modelo experimental el raton (Mus musculus)
porque es un modelo bien caracterizado a nivel molecular y funcional en cuanto a los procesos de
plasticidad, y por la posibilidad de utilizar en el futuro animales experimentales genéticamente

modificados.

2. HIPOTESIS

La principal hipdtesis del trabajo es que la relacién entre los transportadores vGluT-1 y vGAT
es un buen indicador del balance E/I y por lo tanto se correlaciona con los niveles de plasticidad
cortical. Se espera encontrar una relacién vGluT-1/vGAT distinta entre los modelos experimentales
caracterizados por presentar altos niveles de plasticidad (periodo critico, fluoxetina, ambiente

enriquecido) y los modelos con plasticidad reducida (adultos y controles).
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3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la relacion entre sinapsis excitatorias e inhibitorias en diferentes modelos

experimentales con altos y reducidos niveles de plasticidad cortical.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar la puesta a punto para los experimentos de Western blot utilizando los anticuerpos

0-vGIuT-1y a-vGAT sobre muestra cerebrales.

2. Obtener informacidon semi-cuantitativa por medio de ensayos de Western blot de los niveles

de marcadores de sinapsis excitatorias (vGIuT-1) e inhibitorias (vGAT) en la corteza visual de

ratén comparando diferentes modelos experimentales de la siguiente manera:

animales jévenes de 28 dias post nacimiento (P28) que se encuentran en el periodo critico
(PC) por lo que presentan altos niveles de plasticidad vs. animales adultos (P98) sin ningun
tratamiento que presentan bajos niveles de plasticidad

animales adultos (P98) tratados con fluoxetina que presentan altos niveles de plasticidad
restaurados farmacoldgicamente vs. animales adultos (P98) sin ningun tratamiento que
presentan bajos niveles de plasticidad

animales adultos (P98) mantenidos en ambiente enriquecido en estimulos sensorio-
motores y sociales, que presentan altos niveles de plasticidad restaurados

comportamentalmente vs. animales adultos (P98) mantenidos en condiciones estandar.

3. Evaluarsilarelacion de los niveles de vGIuT-1/vGAT en los diferentes modelos experimentales

refleja la modulacion del balance E/I indicando los niveles de plasticidad cortical.
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MATERIALES Y METODOS

1. MANTENIMIENTO Y TRATAMIENTO DE
ANIMALES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 30 ratones (Mus musculus) de la cepa C57BL/6J de ambos sexos. Los animales
fueron mantenidos en condiciones estandar de temperatura (20°C + 1°C), humedad
(aproximadamente 40-60%) y ciclo de luz/oscuridad 14/10 horas respectivamente en el bioterio de la
Unidad de Animales Transgénicos y de Experimentacién (UATE) del Institut Pasteur de Montevideo.
Los experimentos en animales fueron realizados en concordancia con los estandares del comité de
ética de la Comision Honoraria de Experimentaciéon Animal (CHEA, Facultad de Ciencias, UdelaR), del
Comité de Etica en el Uso de Animales (CEUA, Institut Pasteur de Montevideo), y avalados por la
Comision Nacional de Experimentacién Animal (CNEA).

En la Tabla 1 se describen los varios grupos experimentales utilizados en este trabajo. Los
ratones de 28 dias de vida postnatal (P28) fueron utilizados como modelo de periodo critico (PC) y los

ratones de P98 sin ningln tratamiento como los adultos control (AD).

Tabla 1. Modelos y grupos experimentales. PC: periodo critico; AD: adulto sin tratamiento; FLX: adultos tratados
con fluoxetina; EE: adultos mantenidos en ambiente enriquecido; SC: adultos mantenidos en condiciones
estdandar.

Modelos experimentales Grupos experimentales

PC: animales de P28 en el pico del
periodo critico.
AD: animales adultos de P98.
FLX: animales adultos tratados con
fluoxetina durante cuatro semanas de
Farmacolégicamente P70 a P98.
AD: animales adultos de P98 que no
recibieron tratamiento.
EE: animales adultos mantenidos en
ambiente enriquecido durante cuatro
semanas de P70 a P98.
SC: animales adultos mantenidos en
condiciones estandar durante cuatro
semanas de P70 a P98.

Plasticidad durante el
desarrollo

Plasticidad restaurada
en adulto

Comportamentalmente
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Para los modelos de plasticidad restaurada en adultos se utilizaron dos estrategias
experimentales. Para la restauracién farmacoldgica, a los ratones de P70 se les administré durante
cuatro semanas por medio del agua del bebedero, una dosis diaria de 10-15 mg de Fluoxetina
hidrocloruro por kilogramo de peso del ratén. La dosis y la duracidon del tratamiento fueron
seleccionadas en funcién de lo indicado por estudios previos de nuestro y otros laboratorios, ya que
dosis similares potencian la plasticidad en roedores adultos y son eficaces a nivel celular, moleculary
funcional (ratas: Maya-Vetencourt et al., 2008, 2011; ratones: Rantamaki et al., 2007; Begenisic et al.,
2014; Ruiz-Perera et al., 2015; Vierci et al., 2016). La fluoxetina (Selectchemie AG, Suiza, donacién de
Laboratorio Gador S.A., Uruguay) se administré en una concentracién de 0,1 mg/mL en el agua de los
bebederos, en botellas protegidas de la luz, y fue cambiada cada 3-4 dias por solucion fresca. Para
estimar la dosis de fluoxetina (mg de fluoxetina/Kg de masa corporal media/dia) consumida
efectivamente por cada ratdn, se midid el volumen de liquido tomado durante el tratamiento y se
dividio por el numero de animales, el nUmero de dias de duracidn del tratamiento y la masa corporal
media por ratén (Tabla 2). Los ratones adultos controles fueron mantenidos en las mismas

condiciones, sin la adicion de fluoxetina en el agua.

Tabla 2. Cdlculo de la dosis de fluoxetina hidrocloruro utilizada en los experimentos. Se muestra el numero de
animales (N°), los dias de tratamiento, el peso medio de los ratones (g), el volumen de la solucion consumido por
ratén por dia (ml/dia/ratén) que se multiplicé por el coeficiente de dilucion de fluoxetina hidrocloruro (0.1mg/ml),
obteniendo la cantidad de fluoxetina consumida por ratén (mg/dia/ratén). En base al numero de dias de
tratamiento y el peso medio de los ratones se estimd la dosis de fluoxetina consumida por ratén por dia
(mg/dia/kg/ratén).

Peso medio Vol. consumido mg FLX consumido Dosis FLX consumida

N°  Dias (g) (ml/dia/ratén) (mg/dia/ratén) (mg/dia/kg/ratén)

6 28 29,7 4,04 0,404 13,6

Para el modelo de plasticidad restaurada comportamentalmente, los ratones de P70 fueron
mantenidos durante cuatro semanas en un ambiente enriquecido en estimulos sensorio-motores y
sociales, en los cuales las jaulas son de mayor tamafio (33x42x14 cm) conteniendo variedades de
elementos como ruedas, escaleras, juguetes, entre otros, que son reposicionados y/o sustituidos
varias veces por semana. Para los animales control de este modelo, se utilizaron ratones adultos de
P70 que fueron mantenidos durante cuatro semanas en jaulas estandar de menor tamafio (19x33x14
cm) y sin elementos. En las jaulas control se colocaron tres ratones, mientras que en las de ambiente
enriquecido se colocaron seis ratones por jaula. El protocolo y su duracién, fueron seleccionados en
funcion de lo indicado por estudios previos indicando que potencian la plasticidad en animales adultos

(ratas: Sale et al., 2007; Mainardi et al., 2010; ratones: Begenisic et al., 2011; Vierci et al., 2016).
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Terminado el tratamiento los animales fueron sacrificados por dislocacidn cervical, los tejidos
cerebrales de interés fueron disecados y almacenados a -80°C, para su posterior analisis por Western

blot.

2. WESTERN BLOT

La técnica de Western blot o Inmunoblotting es una técnica analitica ampliamente utilizada
gue se basa en la especificidad de la unién antigeno-anticuerpo para detectar proteinas especificas en
una muestra compleja de proteinas separadas por electroforesis y asi obtener datos cualitativos y

semi-cuantitativos.

2.1 PREPARACION DE MUESTRAS

Inmediatamente luego de la dislocacion cervical de los animales, se procedio a la diseccién del
cerebro colocandolo en PBS 1X (buffer fosfato salino) previamente enfriado a 4°C. Bajo un microscopio
estereoscopico se disecaron las regiones correspondientes a las cortezas visuales primarias de ambos
hemisferios cerebrales y se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido. Las muestras fueron

guardadas a -80°C para su posterior utilizacién.

2.2 EXTRACCION Y CUANTIFICACION PROTEICA

Las muestras fueron homogeneizadas mecdnicamente en 100-150 plL de buffer de lisis (Tris
50 mM; EDTA 1 mM; NaF 100 mM; PMSF 0,1 mM; NasVO,; 2 mM; 1% Triton X-100; 10% Glicerol) y
luego incubadas 30 minutos en hielo. Los lisados se centrifugaron a 13.000 g por 1 hora a 4°C para
eliminar restos celulares. El sobrenadante se recuperd y se tomd una pequeiia alicuota para la
estimacion de la concentracion proteica vy al resto se le agregd Loading Buffer 4X (2% SDS; 375 mM
Tris; 10% glicerol; 5% beta-mercaptoetanol; 0,2% Azul de Bromofenol) para la posterior separacion de
las proteinas por electroforesis. Ambas alicuotas se guardaron a -20°C hasta el momento de su
utilizacion. La cuantificacion de la concentracidn proteica se realizé utilizando el método de Bradford
en placa de 96 pocillos midiendo a 595 nm mediante la extrapolacién de una curva de calibracion

utilizando sero-albimina bovina (Olson & Markwell, 2007).

2.3 ELECTROFORESIS Y ELECTROTRANSFERENCIA

Las proteinas de las muestras fueron separadas por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), utilizando un gel de corrida (Running gel) de 12%

(12% acrilamida/bis-acrilamida; 375 mM Tris; 0,10% SDS; 0,05% TEMED y 0,10% APS), y un gel de
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concentracién (Stacking gel) de 4% (4% acrilamida/bis-acrilamida; 125 mM Tris; 0,10% SDS; 0,05%
TEMED y 0,075% APS). Una vez que el gel polimerizd, se procedid a ensamblar el equipo de
electroforesis llenando la cubeta con buffer de corrida para SDS-PAGE (0,1% SDS; 0,192% Glicina; 25
mM Tris pH 8,8; H,0 mQ) y luego se realizé una pre-corrida del gel a 80 V durante 15 minutos. Se
cargaron en cada pocillo los uL de muestra correspondiente a la cantidad de proteina deseada y en
uno de ellos se cargaron 4 pL del marcador de peso molecular (PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder, Thermo Scientific). Para poder comparar sefiales obtenidas con el mismo anticuerpo en
diferentes muestras, en los geles se cargd la misma cantidad proteica para cada muestra (60 ug). Se
realizé la corrida a 120 V hasta que el azul de bromofenol alcanzé el gel de corrida (15 minutos
aproximadamente), y luego se subio el voltaje a 160 V hasta que el azul de bromofenol alcanzé al
borde inferior del gel (55 minutos aproximadamente).

Para que las proteinas sean accesibles a la deteccién por anticuerpos se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Para esto, una vez finalizada la electroforesis, se
desmonté el equipo, y los geles con las proteinas separadas por peso molecular se equilibraron en el
buffer de transferencia (25 mM Tris; 192 mM Glicina; 20% Etanol) junto con la membrana de PVDF
durante 15 minutos a 4°C. Previo a este paso, las membranas de PVDF se colocaron 15 segundos en
etanol 95% y luego 15 segundos en H,0 mQ. Esto paso previo es necesario para hidratar las
membranas de PVDF. Luego de que los geles y las membranas se equilibraron en el buffer de
transferencia, se procedié al armado del “sandwich” conformado por: una esponja delgada, papel de
filtro, el gel con las proteinas separadas por peso molecular, la membrana de PVDF, otro papel de filtro

|Il

y otra esponja delgada, del polo negativo (catodo) al polo positivo (dnodo). Se cerré el “sandwich”

cuidando que todos los elementos estuvieran bien sumergidos en el buffer de transferencia, evitando

Ill

siempre la formacion de burbujas. Luego se colocé el “sandwich” en la cubeta de transferencia llena
de buffer de transferencia frio y se aplicé una corriente de 100V durante 2 horas con un sistema de
refrigeracion que consiste en bloques congeladores de hielo y agitacién con un agitador magnético, lo
gue permite que se mantenga a 4°C evitando el aumento de temperatura generado por la corriente
eléctrica.

A través de este procedimiento, las proteinas en el gel se desplazan hacia el polo positivo
guedando fuertemente adheridas a la membrana de PVDF. Por lo tanto, la membrana resultante es
una copia exacta del patrén de proteinas que se tenia en el gel de poliacrilamida. Una vez finalizada la

|ll

electrotransferencia, se desarmo el “sandwich” y la membrana se tifnd en forma reversible con Rojo
de Ponceau (0,2% Rojo Ponceau S; 3% 4cido tricloroacético (TCA)) por 5 minutos para comprobar la

eficacia de la transferencia (Figura 6). Antes de proceder a la incubacidon con los anticuerpos, las
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membranas se lavaron con PBS durante aproximadamente 10 minutos para retirar la marca del Rojo

Ponceau.

MPM

& - o R
e “ 2

Figura 6. Ejemplo de membrana de PVDF tefnida con Rojo de Ponceau para evidenciar la presencia de proteinas
luego de la transferencia del gel. En todos los carriles se cargaron 60 ug de la misma muestra de corteza cerebral;
MPM: marcador de peso molecular, valores expresados en kDa.

2.4 BLOQUEO E INCUBACION DE LA MEMBRANA CON
ANTICUERPOS

Antes de proceder a la incubacién con los anticuerpos primarios y secundarios se realiza el
bloqueo de la membrana. Este paso es necesario para facilitar la interaccién especifica entre los
anticuerposy los epitopes de las proteinas de interés y evitar que éstos se unan de manera inespecifica
ala membranay al conjunto de proteinas. Para esto, se realizé un bloqueo de la membrana con leche
al 5% en PBS-T (0,1% Tween-20 en PBS) durante una hora a temperatura ambiente con agitacion.
Luego de retirar la solucién de bloqueo las membranas se incubaron overnight a 4°C con los
anticuerpos primarios que son los que van a reconocer a las proteinas de interés (Tabla 3). Tras la
incubacion con los anticuerpos primarios, se realizaron tres lavados con PBS-T de 10 minutos cada uno
en agitacion para retirar los anticuerpos que no se unieron a la proteina de interés en la membrana.
Seguidamente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente durante
una hora a temperatura ambiente en agitacion suave. Luego se realizaron dos lavados con PBS-T y uno

con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la puesta a punto y en el andlisis de las muestras.

Anticuerpo primario Marca y nimero Concentracion pg Bloqueo
Conejo a-vGIuT-1 Synaptic Systems #135303  1:20000 60 Leche 5%
Ratén a-vGAT Synaptic Systems #131011  1:500 60 Leche 5%/BSA 5%
Conejo a-vGAT Synaptic Systems #131003 1:1000 60 Leche 5%
Ratdén a-alfa-Tubulina Sigma #T6074 1:1000 60 Leche 5%
Anticuerpo secundario  Conjugado Marca y nimero Concentracion

Cabra a-Conejo IgG HRP Sigma #A0545 1:5000 - 1:7000

Caballo a-Ratdn IgG HRP Cell Signaling #7076 1:2500 - 1:10000

Cabra a-Ratén IgG HRP Invitrogen #A16084 1:5000 - 1:10000

Cabra a-Ratén IgG HRP Sigma #A4416 1:5000

Burro a-Conejo IgG IRDye 800CW LI-COR #926-32213 1:10.000

Cabra a-Ratén IgG Alexa Fluor 680  Invitrogen #A21058 1:1000 — 1:5000

2.5 DETECCION DE LA SENAL

Para la deteccion de la sefial de los anticuerpos conjugados a la peroxidasa de rabano (HRP,
“horse-radish peroxidase”), se utilizdé una solucién de revelado (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) en la cual se mezclan partes iguales de la solucidn
estable de peréxido y de la solucién de luminol. Las membranas se incubaron cinco minutos con dicha
solucién y luego se procedidé a la obtencidon de imdagenes utilizando el sistema de deteccion GBOX
Chemi XT4 (Camara CCD 16bits 4.2MP Synoptic, GeneSys software version 1.3.3.0, Database version
1.69, Syngene). Para ello se colocaron las membranas en el GBOX y se procedio a configurar el equipo
con los siguientes parametros: Autocapture; Sample format: Blot; Blot type: Chemi; Capture method:
Series; Reagent: ChemiFast; Visible Marker; No binning; No filter, exposicion de 1 minuto, tomando
fotos durante 5 minutos. Las imagenes obtenidas se guardaron en el formato JPEG 8 bit. Para la
deteccidn de la sefial de los anticuerpos conjugados a fluoréforos, luego de los lavados, las membranas
se colocaron directamente en el sistema de deteccién GBOX Chemi XT4 y se procedié a configurar el
equipo utilizando el parametro Manual Capture; No binning, modificando el tiempo de exposicidn,

iluminacion vy filtro de acuerdo al fluoréforo en uso. Para el fluordforo Alexa Fluor 680 se utilizé una
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iluminacion con led rojo y el filtro 705, y para el fluoréforo IRDye800 una iluminacién con lampara de

infrarrojo IR740 MOD v el filtro LY800.

2.6 PROCESAMIENTO DE IMAGENES Y OBTENCION DE
DATOS

Para estimar en modo semi-cuantitativo los experimentos de Western blot, las bandas

correspondientes a la sefal de interés son cuantificadas utilizando el programa Image) 1.50b

(http://imagej.nih.gov/ij).

De la coleccion de imagenes obtenidas en cada experimento se selecciond aquellas que
presentaban sefales claras y no saturadas. El parametro AutoCapture, utilizado en el GBOX para la
obtencion de imdgenes, es disefiado para capturar la maxima intensidad de sefial sin permitir la
saturacion de esta, y por la tanto es ideal para la realizacidn de analisis semi-cuantitativo. Ademas, el
software de obtencion de imagenes (Syngene) permite verificar el nivel de saturacién de las imagenes
obtenidas, lo cual fue corroborado en cada experimento.

Si las bandas en la imagen seleccionada no estaban de forma horizontal, con el programa
Image) 1.50b se rotd la imagen utilzando la herramienta Image/Transform/Rotate. Luego con la
herramienta Rectangular Tool se seleccioné una forma rectangular que incluya a todas las bandas de
interés. Con Analyse/Gels/Select First Lane se selecciond el drea dentro de ese rectangulo y con
Analyse/Gels/Plot Lanes se analizd la sefial dentro del mismo. Como resultado se obtuvo una gréfica
en donde se representa el nivel de grises (escala de 0 a 256) a lo largo del rectangulo seleccionado.
Luego se trazd una recta que permite separar la sefial de fondo de los picos correspondientes a las
bandas de interés. Una vez seleccionados los picos con la herramienta Wand tool, con

Analyse/Gels/Label Peaks se obtiene el valor numérico del drea debajo de la curva de cada pico en

unidades arbitrarias (Figura 7).

4000} i |

C
File Edit Font Results

|Area

1
2

41166.744
42856.865

Gray Value

g
S
T

20001

1000

0.0

20

Distance (inches)

20




Figura 7. Ejemplo representativo del andlisis de las imdgenes. A: En la imagen se selecciona una forma
rectangular con la herramienta Rectangular Tool que incluya todas las bandas de interés. B: Grdfica obtenida
mediante Analyse/Gels/Plot Lanes. En el eje Y se representa el nivel de grises (escala de 0 a 256) y en el eje X los
pixeles a lo largo del rectdngulo seleccionado en A. Se trazd una recta que se muestra en azul para separar la
sefial de fondo de los picos correspondientes a las bandas de interés. Con la herramienta Wand tool se selecciona
los picos (en gris) indicados con 1y 2. C: Con Analyse/Gels/Label Peaks se obtiene el valor numérico del drea bajo
la curva de los picos 1y 2 sefialados en B, mostrado en unidades arbitrarias.

Para poder comparar sefales de diferentes muestras experimentas obtenidas en diferentes
experimentos de Western blot, los valores del area bajo la curva de cada pico en unidades arbitrarias
fueron normalizados al valor promedio del fondo para cada membrana. Los valores correspondientes
a la sefal obtenida con los anticuerpos contra vGluT-1 y vGAT fueron normalizados a los valores

correspondientes a la sefial obtenida en la misma muestra con el anticuerpo contra alfa-tubulina.

2.7 STRIPPING DE LAS MEMBRANAS

Una vez obtenidas las imagenes correspondientes a las sefiales de vGIuT-1 y vGAT, se procedid
a realizar el stripping de las membranas. Para ello, las membranas se colocaron en NaOH 0,2 M
durante 5 minutos, lo que provoca la disociacidon de los anticuerpos adheridos a las proteinas de la
membrana. Posteriormente se volvieron a bloquear las membranas con leche al 5% y se incubaron
overnight a 4°C con anticuerpo a-alfa-tubulina (ratén a-alfa-tubulina 1:1000, Sigma T6074). Luego se
incubaron con el anticuerpo secundario a-ratén (cabra a-Ratén Alexa Fluor 680 1:5000, Invitrogen

A21058) y se procedio a la obtencion de las imagenes en el GBOX.

2.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utilizé el programa de uso libre Past 2.14 (Hammer et al., 2001).
Los valores obtenidos para cada modelo experimental se compararon de la siguiente manera: CP con
AD, FLX con AD, y EE con SC, utilizando el Student’s t-test con limite de significatividad p<0,05 o el test
one-way ANOVA con post-hoc Tukey’s test comparando todas las muestras simultdneamente. Todos
los datos en el texto y en las leyendas de las figuras estan expresados como el promedio + desviacion

estandar.
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RESULTADOS

1. PUESTA A PUNTO

Con el fin de encontrar la concentracién éptima de anticuerpos primarios y de cantidad
proteica se realizé un Dot Blot (Figura 8). Esta metodologia consiste en colocar directamente sobre la
membrana un determinado volumen de una misma muestra en distintas cantidades proteicas sin
separarla por electroforesis e incubarla con anticuerpos en distintas concentraciones. Especificamente
se colocaron 5 pl de una muestra de corteza cerebral de ratén a concentracion proteica diferente (5,
10, 20 y 30 pg) por triplicado sobre una membrana de PVDF. Luego del bloqueo, se procedid a la
incubacion con los anticuerpos primarios (a-vGluT-1 y a-vGAT) a tres concentraciones diferentes
(1:1000; 1:5000; 1:10.000) y con los anticuerpos secundarios correspondientes (a-Conejo-HRP y a-

ratén-HRP 1:5000).

vGIuT-1 VGAT

5 pg 10 pg 20 pg 30 ug 5 ug 10 pg 20 pg 30 pg

1:1000
1:1000

1:5000 1:5000

1:10000 1:10000

Figura 8. Dot Blot para determinar la dilucion optima de anticuerpos primarios y las cantidades proteicas.
Cada punto corresponde a una combinacion diferente de cantidad proteica y dilucion de anticuerpo primario. En
el eje X se utilizan cantidades crecientes de proteina (5, 10, 20, 30 ug) y en el eje Y se colocan diferentes
concentraciones de anticuerpo primario (1:1000, 1:5000 y 1:10.000). A: El anticuerpo primario utilizado es el a-
vGIuT-1 a las concentraciones indicadas y el anticuerpo secundario es el a-Conejo HRP a 1:5000 en todos los
casos. B: El anticuerpo primario utilizado es el a-vGAT a las concentraciones indicadas y el anticuerpo secundario
es el a-Ratén HRP a 1:5000 en todos los casos. La imagen de la Figura B es muy pixelada porque la sefial
correspondiente al anticuerpo a-vGAT es muy débil.
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En el caso del anticuerpo a-vGluT-1 se pudo observar una sefial en todas las condiciones
utilizadas. Dado que se obtuvo una seial clara y no saturada con la dilucién mayor del anticuerpo
(1:10.000) y con 20 pug de proteina, se decidid utilizar estos parametros para los experimentos
sucesivos de Western blot. En el caso del anticuerpo a-vGAT, las sefales obtenidas fueron muy débiles
en todas las condiciones. Por esto, se decidio utilizar la mayor cantidad de proteina 30 pg vy la dilucidon
menor (1:1.000) del anticuerpo primario.

Teniendo esto en cuenta, se procedid a probar algunas diluciones de los anticuerpos primarios
sobre una muestra de corteza separada por electroforesis (Figura 9). En el caso del anticuerpo a-
vGIuT-1 se observé una banda del peso molecular esperado (62 kDa) utilizandolo en las dos diluciones
(1:10.000 y 1:5.000), confirmando la observacion del experimento de Dot Blot. No obstante, se
observé una seiial difusa a lo largo del carril probablemente correspondiente a fondo inespecifico,

gue fue mas fuerte cuando se utilizo el anticuerpo mas concentrado.

a-vGluT-1 a-VGAT
Abl 1:5000 1:10.000 1:1000 1:1000
Ab 1l 1:5000 1:5000 1:2500 1:5000
ug proteina 20 pg 20 pug 30pug 30pg
MPM

75
. v 50
25
20

Figura 9. Western Blot para determinar la dilucion optima de anticuerpos primarios y secundarios. En los
primeros dos pocillos se cargaron 20 ug de muestra de corteza cerebral, mientras que en los ultimos dos pocillos
se cargaron 30 ug de la misma muestra. Para el caso del anticuerpo primario a-vGluT-1 se utilizaron dos
diluciones (1:5000 y 1:10.000) y el anticuerpo secundario a-Conejo HRP 1:5000. Se observa una banda de peso
molecular esperado (62 kDa) y fondo inespecifico, aunque en menor medida con el anticuerpo primario mds
diluido. Para el caso del anticuerpo primario a-vGAT se utilizé diluido 1:1000 y el anticuerpo secundario a-Raton
HRP a dos diluciones (1:2500 y 1:5000). También se observa una banda de peso molecular esperado (57 kDa) que
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es mds fuerte con el anticuerpo secundario mds concentrado, y una banda de menor peso molecular. Ab I:
anticuerpo primario; Ab Il: anticuerpo secundario; MPM: marcador de peso molecular expresado en kDa.

Por esta razén, para disminuir la sefial de fondo se decidid probar concentraciones del
anticuerpo primario y del secundario aun mas diluidas (Figura 10). Efectivamente, utilizando el
anticuerpo primario mas diluido (1:20.000) y el secundario también (1:10.000) se pudo observar una

banda bien definida y menos fondo.

a-vGluT-1 1:20.000 1:10.000
a-Conejo HRP  1:10.000 1:10.000

ug proteina 20pug 10pg MPM 20pg 10 pg

75

50

25

Figura 10. Western Blot para determinar la dilucion optima del anticuerpo primario a-vGluT-1. Se utilizé una
muestra de corteza cerebral en dos cantidades proteicas diferentes (20 ug y 10 ug) y se probaron dos diluciones
del anticuerpo primario a-vGIluT-1 (1:20.000 y 1:10.000) y el anticuerpo secundario a-Conejo HRP diluido
1:10.000. En todos los casos se observa una banda de peso molecular esperado (62 kDa). Las condiciones que
generan menos fondo y permiten diferenciar una tunica banda correspondiente a vGIluT- 1 son y la dilucion del a-
vGluT-1 1:20.000 cargando 10 ug de muestra. MPM: marcador de peso molecular expresado en kDa.

En el caso de anticuerpo a-vGAT, se decidid realizar una electroforesis cargando 30 pg de
proteinas provenientes de la corteza cerebral, e incubando la membrana con el anticuerpo primario
1:1.000 (como sugerido en los experimentos de Dot Blot) y probando dos concentraciones del
anticuerpo secundario (1:2500 y 1:5000). En ambos casos, se observé una banda principal del peso
molecular esperado para esta proteina (57 kDa), aunque se observaron otras bandas de peso
molecular inferior (Figura 9).

Para mejorar la sefial obtenida, se modificaron varios parametros del protocolo experimental:

se aumento la cantidad de muestra cargada (30 y 60 pig), se probd una solucién de bloqueo alternativa
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(leche vs. BSA), y se realizd un experimento sin anticuerpo primario solo con el secundario.
Contrariamente a lo esperado, el bloqueo con BSA no mejoré la sefal obtenida (Figura 11).

Al aumentar la cantidad de muestra cargada la sefial correspondiente a la banda de 57 kDa
fue mas fuerte. Por otro lado, se observaron otras bandas de peso molecular inferior y superior. En el
experimento sin el anticuerpo primario, se observaron estas mismas bandas pero no la banda de 57
kDa, sugiriendo que ésta realmente corresponde a la unién especifica del anticuerpo a-vGAT (Figura
11). A su vez, las otras bandas podrian ser debidas a una interaccion inespecifica del anticuerpo

secundario con proteinas presentes en la membrana.

BLOQUEO Leche 5% Leche 5% BSA 5%

Q-VGAT e 1:1000 1:1000

a-Ratén HRP 1:2500 1:2500 1:2500

ug proteina 30 ug 60 pg 30pg 60pg MPM  30pg 60 pg
75

— 50 e

37
25

:

Figura 11. Western blot para determinar las condiciones optimas del anticuerpo primario a-vGAT. Se utilizo
una muestra de corteza cerebral a dos cantidades diferentes (30 ug y 60 ug) por triplicado. Se utilizé el anticuerpo
primario a-vGAT diluido 1:1000 y el secundario a-Raton HRP 1:2500 con dos soluciones de bloqueo: leche al 5%
y BSA (seroalbumina bovina) al 5%. En los primeros dos carriles no se colocd el anticuerpo primario pero si el
secundario a-Raton HRP 1:2500 para comprobar la presencia de la banda especifica de vGAT (marcada con las
flechas). El bloqueo con BSA al 5% genera un mayor niumero de bandas inespecificas comparado con el bloqueo
con leche al 5%. MPM: marcador de peso molecular expresado en kDa.

Para disminuir la sefial inespecifica, se decidid probar otros anticuerpos secundarios para
encontrar uno que genere menos fondo. Ademas del anticuerpo a-Ratén HRP que ya se habia utilizado
(Cell Signaling), se probd otro anticuerpo conjugado a HRP de otra marca (Invitrogen) y un anticuerpo
conjugado a un fluoréforo (Alexa Fluor 680). Se realizaron experimentos de Western blot cargando 30

ug de una muestra de corteza cerebral e incubando Unicamente con estos anticuerpos secundarios
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(Figura 12). El anticuerpo HRP Invitrogen dio un mayor fondo respecto al anticuerpo Cell Signaling HRP
gue ya se estaba utilizando, por lo que lo descartamos como una posibilidad de mejorar la sefial. Por
otro lado, el anticuerpo secundario fluorescente (Alexa Fluor 680) dio un fondo similar o menor al Cell
Signaling HRP. Para comprobar la funcionalidad de este anticuerpo secundario, se realizd un
experimento de Western blot incubando la membrana con otro anticuerpo primario producido en
ratdén, el anticuerpo a-alfa-tubulina. Como se observa en la Figura 12, se puede apreciar una intensa

sefial del peso molecular esperado de 50 kDa correspondiente a la tubulina.

a-alfa-tubulina

Abl - e e
1:1000
Cell Signaling  Invitrogen .
Invitrogen #A21058
Ab i #7070 HATS054 Alexa Fluor 680
HRP HRP
1:5000 1:5000 1:5000 1:5000
" e
75 =—

25 =—

20 —

Figura 12. Western Blot de prueba de anticuerpos secundarios a-Ratén. En todos los pocillos se colocaron 30
ug de una muestra de corteza cerebral. Se utilizaron tres anticuerpos secundarios a-Ratén a la misma dilucion
(1:5000), sin colocar anticuerpo primario previamente para evaluar la sefial de fondo que estos generan. Dos de
estos conjugados a HRP (Cell Signaling #7076 e Invitrogen #A16084) y uno de ellos conjugado al fluoroforo Alexa
Fluor 680 (Invitrogen #A21058). El anticuerpo secundario Invitrogen conjugado a HRP fue el que dio mayor sefial
de fondo, mientras que el conjugado a Alexa Fluor 680 dio una sefial similar o levemente mayor al Cell Signaling
conjugado a HRP (que se habia utilizado en los ensayos previos). En el ultimo carril se colocé anticuerpo primario
a-alfa-tubulina y luego anticuerpo secundario a-Raton fluorescente para comprobar que podemos detectar una
sefial fuerte con este anticuerpo secundario y que los pardmetros del sistema de deteccion estdn configurados
correctamente. Con la flecha se indica la banda correspondiente a la tubulina (50 kDa).

Al haber obtenido una sefal relativamente buena utilizando un anticuerpo secundario
conjugado con fluoréforo, decidimos estudiar la posibilidad de implementar la metodologia del

Multiplex que permite identificar dos o mas proteinas simultaneamente en el mismo carril. Cuando
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dos proteinas de interés (reconocidas por dos anticuerpos primarios distintos) tienen pesos
moleculares separables en el gel, se pueden identificar simultaneamente con el mismo anticuerpo
secundario conjugado a HRP. Este no es el caso para vGluT-1 y vGAT que tienen pesos moleculares
muy similares (62 y 57 kDa respectivamente). Dado que estos dos anticuerpos primarios son
producidos en especies distintas (vGluT-1, conejo; VGAT, ratén) para poderlos identificar de modo
simultaneo se pueden utilizar dos anticuerpos secundarios a-Conejo y o-Ratén conjugados a dos
fluordforos que tengan espectros de emisidn separables.

Por lo tanto, lo primero a comprobar es la compatibilidad de los anticuerpos secundarios
fluorescentes a utilizar y la posibilidad de distinguirlos a través del sistema de deteccidon en uso
(GBOX). Se decidid probar el anticuerpo secundario a-Conejo IRDye 800CW (a usar potencialmente
para detectar el Conejo a-VGIuT-1) que tiene un maximo de excitacién a 778 nm y un maximo de
emisidon a 795 nm, y el anticuerpo secundario a-Ratdn Alexa Fluor 680 (a usar potencialmente para
detectar el ratdn a-vGAT) que tiene un maximo de excitacién a 650 nm y un maximo de emision a 702
nm. Como se puede observar en la Figura 13, los espectros de excitacién e emisidon de un anticuerpo
no estan superpuestos respecto a los del otro anticuerpo, por lo que tedricamente se pueden detectar

sefiales distinguibles.
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Figura 13. Espectros de excitacion (EX) y emision (EM) para los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 680 (en

rojo) y IRDye 800 CW (en verde). Los espectros de excitacion e emisién de un anticuerpo no estdn superpuestos
respecto a los del otro anticuerpo. Imagen adaptada de www.chroma.com/spectra-viewer.
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Para comprobar que se puedan separar las sefiales de los dos anticuerpos con el sistema de
deteccidén en uso (GBOX), se realizd un Dot blot en el cual en una membrana de nitrocelulosa se
colocaron 5 plL de los anticuerpos secundarios diluidos 1:200 en 3 puntos, uno solamente con el Alexa
Fluor 680, otro con el IRDye 800 y otro con ambos (Figura 14).

Teniendo en cuenta los valores maximos de excitacion y emision de cada anticuerpo
secundario, se probaron diferentes combinaciones de luces y filtros disponibles en el GBOX para poder
separar las sefiales. La mejor combinacion fue una iluminacién con led rojo y el filtro 705 para el
fluordforo Alexa Fluor 680, e una iluminacion con ldampara de infrarrojo IR740 MOD vy el filtro LY800
para el IR800. Como se puede observar en la Figura 14, efectivamente se pudieron separar las sefiales
correspondientes para cada anticuerpo secundario, por lo que estos son compatibles y el equipo nos

permite diferenciar entre ambas sefiales.

Alexa Fluor 680
Alexa Fluor 680 IRDye 800 +

IRDye 800

Luz: RED LED
Filtro: 705

Luz: IR740 MOD
Filtro: LYS800

MULTIPLEX

Figura 14. Dot Blot de anticuerpos secundarios fluorescentes. Se colocaron 3 puntos con diferentes
combinaciones de anticuerpos secundarios: en el primero se colocaron 5 uL de a-Raton Alexa Fluor 680 diluido
1:200, en el seqgundo punto 5 uL de a-Conejo IRDye 800 diluido 1:200 y en el tercer punto se colocaron ambos
anticuerpos secundarios diluidos 1:200. En rojo (coloracion falsa) se observa la sefial con iluminaciéon RED LED y
filtro 705 correspondiente al anticuerpo secundario a-Raton Alexa Fluor 680, y en verde (coloracion falsa) se
observa la sefial con iluminacién IR740 MOD Yy filtro LY80O0 correspondiente al anticuerpo secundario a-Conejo
IRDye 800. Para el multiplex se fusionaron las imdgenes obtenidas con ambos paradmetros y en amarillo
(coloracion falsa) se observa la mezcla de las dos sefiales.

Una vez que se comprobd que estos anticuerpos secundarios fluorescentes son compatibles
y se encontraron las condiciones éptimas para separar las sefiales, se procedio a realizar una prueba

de Western blot utilizando estos mismos anticuerpos.
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Se realizé un SDS-PAGE al 12% cargando 20 y 40 pug de la misma muestra por triplicado. Luego
de la transferencia la membrana se separé en tres partes. La primera se incubd solo con el anticuerpo
primario a-vGluT-1 (1:20.000) y el secundario a-Conejo IRDye 800 (1:10.000), la segunda solo con el
0o-vGAT (1:1000) y el secundario a-Ratdn Alexa Fluor 680 (1:5000), y la tercera con ambos anticuerpos
primarios y secundarios. Para la deteccidon de las sefiales se utilizaron los mismos parametros de
iluminacion vy filtro del experimento de Dot blot. Como se puede observar en la Figura 15, con la
iluminacion/filtro correspondiente al a-Conejo IRDye 800 se pudo observar la sefial esperada para
vGluT-1 (62 kDa) en la primera membrana (a-vGluT-1 / a-Conejo IRDye 800) y en la tercera (todos los
anticuerpos), pero no en la segunda membrana (a-vGAT / a-Ratén Alexa Fluor 680). Con la
iluminacion/filtro correspondiente al a-Ratén Alexa Fluor 680 no se observd ninguna sefial en ninguna

de las membranas.

a-vGluT-1
1:20.000
Ab | ao-vGluT-1 a-VGAT 0-vGAT
1:20.000 1:1.000 1:1.000
a-Conejo a-Ratén  @-Conejo IRDye 800
Ab I IRDye 800 Alexa 680 1:10.000
1:10.000 1:1.000 a-Raton Alexa 680
o 1:1.000

20pg 40pg  20pg 40pg  20ug 40 g

Luz: IR740 MOD ’
- m ’ S <= yGluT-1
Filtro: LYS80O '
Luz: RED LED
Filtro: 705 VoAt

Figura 15. Western blot con anticuerpos secundarios fluorescentes. En el primer pocillo se cargaron 20 ug de
muestra de corteza cerebral y en el segundo 40 ug de la misma muestra, por triplicado. La membrana se dividio
en tres partes iguales, y cada parte fue incubada con diferentes combinaciones de anticuerpos. La primera
membrana se incubd con el anticuerpo primario a-vGluT-1 diluido 1:20.000 y el anticuerpo secundario a-Conejo
IRDye 800 diluido 1:10.000. La segunda membrana se incubd con el anticuerpo primario a-vGAT 1:1000 y el
secundario a-Ratdn Alexa Fluor 680 1:5000. La tercera membrana fue incubada con los cuatro anticuerpos ya
mencionados en las mismas diluciones que las membranas previas. Se tomaron dos imdgenes utilizando dos
parametros de iluminacion y filtro: iluminacion IR740 MOD vy filtro LY80O0 para observar la sefial del anticuerpo
secundario a-Conejo IRDye 800; e iluminacion RED LED y filtro 705 para observar la sefial del anticuerpo
secundario a-Ratdon Alexa Fluor 680. Para el caso de vGIluT-1 se observa una banda bien definida de peso
molecular esperado (62 kDa, indicada con la flecha) en las dos membranas que fueron incubadas con el
anticuerpo primario para esta proteina y no se observa en la membrana que no fue incubada con este anticuerpo.
La sefial observada es mads fuerte en el pocillo con mayor concentracion proteica. Para el caso de vGAT, no se
observa una banda del peso molecular esperado (57kDa, con la flecha se indica la altura a la que deberia estar
la banda especifica) en ninguna de las membranas, tanto las que fueron incubadas con el anticuerpo a-vGAT
como en las que no, pero si se observa una sefial de fondo aunque muy débil.
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Para poder obtener una sefial de vGAT se decidid realizar una segunda prueba con el
anticuerpo primario y secundario mas concentrados. Se cargaron 60 pg de muestra y se realizo la
incubacién con el a-vGAT 1:500 y el secundario a-Ratdn Alexa Fluor 680 1:2500 y 1:1000. También se
realizé un control sin incubar con al anticuerpo primario. A pesar de que aumentando la concentracion
de los anticuerpos se pudo observar una sefial correspondiente a vGAT, también aumentd el fondo

inespecifico (Figura 16).

o-VGAT
Abl . 1:500 1:500
a-Raton Alexa Fluor 680

Ab 1:2500 1:2500 1:1000

T —
75 KDQ m

= VGAT

50 KDQ s

Figura 16. Western blot de puesta a punto del a-vGAT con anticuerpo secundario fluorescente. En los tres
pocillos se cargaron 60 ug de la misma muestra de corteza cerebral. El anticuerpo primario a-vGAT se utilizo
diluido 1:500 y se probd el anticuerpo secundario a-Raton Alexa Fluor 680 en dos diluciones (1:1000 y 1:2500). A
su vez en uno de ellos no se colocé anticuerpo primario pero si secundario para comprobar la presencia de la
banda especifica de vGAT (marcada con la flecha). Utilizando el anticuerpo secundario mds concentrado se
observa mds fuerte la banda de vGAT pero también el fondo. Ab I: anticuerpo primario; Ab II: anticuerpo
secundario.

No obstante las varias pruebas, no se pudieron identificar condiciones experimentales
Optimas para obtener una sefial clara con el anticuerpo primario a-vGAT y el secundario a-Ratdn Alexa
Fluor 680. Dado que el anticuerpo a-Ratdn Alexa Fluor 680 funciond bien con el anticuerpo primario
a-alfa-tubulina (ver Figura 12), concluimos que la ausencia de una sefal clara de vGAT puede ser
debida a una limitada calidad del anticuerpo primario a-vGAT y/o la baja concentracién de la proteina
VvGAT en la muestra.

Habiendo descartado la posibilidad de implementar el sistema Multiplex, se decidié comprar

otro anticuerpo a-vGAT, que ya habia sido utilizado por otros grupos teniendo resultados positivos
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(Mainardi et al., 2010, 2014), el a-vGAT Synaptic Systems #131003 producido en conejo y detectarlo
con un anticuerpo secundario conjugado a HRP.

Para la puesta a punto del nuevo anticuerpo Conejo a-vGAT, se realizé una prueba sobre una
muestra de corteza visual utilizando el anticuerpo primario a dos diluciones diferentes (1:1000 y
1:4000). Como se puede observar en la Figura 17, no obstante haya una sefial de fondo, se puede
identificar claramente una banda correspondiente a vGAT a la dilucion mas concentrada. Mientras
gue si se usa el anticuerpo primario mas diluido, la sefial correspondiente a la banda de vGAT tiene la
misma intensidad que el fondo, por lo que no es util para realizar la cuantificacién de la proteina de
interés. En el carril de control sin anticuerpo primario pero solo con al anticuerpo secundario a-

Conejo-HRP, no se observaron bandas inespecificas.

a-vGAT
Abl 1:4000 1:1000
a-Conejo HRP
Ab I
: 1:5000 :
MPM 1:5000 1:5000
100 kD3 s
70 kDa s
55 kD3 s : <= VGAT

Figura 17. Western Blot para puesta a punto de anticuerpo primario a-vGAT nuevo de conejo. En cada pocillo
se cargaron 60 ug de muestra de corteza visual. Se utilizo el nuevo anticuerpo primario a-vGAT en dos diluciones
(1:4000 y 1:1000) segun lo indicado por el fabricante. El anticuerpo secundario a-Conejo HRP que se habia
utilizado en ensayos previos para el anticuerpo primario a-vGluT-1, se utilizé en dilucion 1:5000. Con el a-vGAT
mds diluido (1:4000) se puede observar la banda de vGAT (marcada con la flecha) pero ésta tiene la misma
intensidad que el fondo inespecifico. Al concentrar el anticuerpo primario a-vGAT (1:1000) la banda especifica
de vGAT se observa mds fuerte que el fondo inespecifico. Ab I: anticuerpo primario; Ab Il: anticuerpo secundario.

En conclusidn, para la deteccién de vGluT-1 se decidi6 utilizar el anticuerpo Conejo a-vGluT-1
diluido 1:20.000 con el anticuerpo secundario a-Conejo HRP 1:7000, y para el vGAT el primario Conejo
a-vGAT diluido 1:1000 y el mismo secundario 1:5000.
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2. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE vGIuT-1 y vGAT EN
DIFERENTES MODELOS DE PLASTICIDAD

Se estudiaron los niveles de los transportadores vesiculares vGluT-1 y vGAT en los modelos de
desarrollo del periodo critico y de restauracion de la plasticidad en adultos en la corteza visual de
ratén. vGluT-1 es uno de los tres transportadores vesiculares de glutamato y es el mas abundante en
las regiones telencefalicas, por lo que se considera un marcador de terminales excitatorias
intracorticales (Nakamura et al., 2005; Mainardi et al., 2010). vGAT, también conocido como VIAAT, es
un transportador vesicular que puede transportar tanto GABA como glicina hacia el interior de las
vesiculas (Aubrey et al., 2007). A nivel cortical, visto que las neuronas glicinérgicas son escasas, se
puede considerar a VGAT como marcador de terminales inhibitorias GABAérgicas (Mclntire et al.,
1997; Chaudhry et al., 1998).

Los valores obtenidos para cada anticuerpo (a-vGlutT-1 y a-vGAT) fueron normalizados a los
valores correspondientes a la sefial obtenida en la misma muestra con el anticuerpo contra alfa-
tubulina, obteniéndose asi un valor en unidades arbitrarias que corresponde a los niveles de cada

transportador en las diferentes condiciones experimentales.

2.1 ANALISIS DE LOS NIVELES DE vGluT-1 y vGAT DURANTE EL
DESARROLLO (PC vs. AD)

Para estudiar los cambios en los niveles de estos transportadores en el desarrollo, se
compararon los valores en animales del periodo critico (PC) de P28 con los valores en los adultos (AD)
de P98 los cuales no recibieron ningun tratamiento. Los animales del PC presentan altos niveles de
plasticidad en la corteza visual, mientras que los AD tienen bajos niveles. El analisis por Western blot
no reveld diferencias en el nivel de los transportadores entre las dos muestras. El estudio semi-
cuantitativo indicé que tanto vGIuT-1 (PC: 1.08 + 0.06 vs. AD: 1.12 £ 0.11, n = 4, Student’s t-test, P =
0.78) como vGAT (PC: 0.92 + 0.08 vs. A:, 0.91 + 0.08, n = 4, Student’s t-test, P = 0.89) no presentan

cambios significativos entre animales PC y AD (Figura 18).
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Figura 18. Andlisis de los niveles de vGluT-1 y vGAT durante el desarrollo (PC vs. AD). Western blot
representativo de muestras de corteza visual de animales en el PC y adultos incubadas con a-vGluT-1 (arriba),
a-VGAT (medio) y con B3-Tubulina (abajo). En el grdfico se indica la cuantificacion de la sefial (normalizado a la
senial de a-tubulina) en ratones adultos y jovenes. vGluT-1 no es modulado durante el desarrollo (PC: 1.08 + 0.06
vs. AD: 1.12 + 0.11, n = 4, Student’s t-test, P = 0.78) y vGAT tampoco (PC: 0.92 + 0.08 vs. A:, 0.91 + 0.08, n = 4,
Student’s t-test, P = 0.89). Las barras violetas corresponden a los valores de los ratones adultos (AD) y las verdes
a los valores de los ratones jovenes (PC). Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

2.2 ANALISIS DE LOS NIVELES DE vGluT-1 y vGAT EN
ADULTOS CON PLASTICIDAD RESTAURADA (FLX vs. AD y EE
vs. SC)

Luego se compararon los niveles de los transportadores en dos modelos de restauracion de
plasticidad en adultos: animales adultos tratados con fluoxetina (FLX) que presentan altos niveles de
plasticidad comparados con animales adultos de control sin tratamiento (AD) que presentan bajos
niveles de plasticidad, y animales adultos mantenidos en ambiente enriquecido (EE) con altos niveles
de plasticidad comparados con animales adultos mantenidos en condiciones estandar (SC) con bajos
niveles de plasticidad. Como se puede observar en la Figura 19, el analisis por Western blot no reveld
diferencias de la sefal de vGluT-1 entre animales tratados con fluoxetina y los controles, pero si de la
sefial de vGAT. El estudio semi-cuantitativo indicé que el tratamiento con fluoxetina no modula los

niveles de vGluT-1 (FLX: 1.11 £ 0.08 vs. AD: 1.12 £ 0.11, n = 4, Student’s t-test, P = 0.90), pero induce
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una reduccion del 50% de los niveles de vGAT con respecto al adulto sin tratamiento (FLX: 0.45 + 0.05

vs. AD: 0.91 £ 0.07, n = 4, Student’s t-test, P<0.05).

AD FLX
vGIuT-1 —r W

VGAT

B3-Tubulina

mE AD
99 « W FLX
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0.5-
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Figura 19. Andlisis de los niveles de vGluT-1 y vGAT en el modelo de plasticidad restaurada en adultos
mediante el tratamiento con fluoxetina. Western blot representativo de muestras de corteza visual de animales
adultos tratados con fluoxetina durante 4 semanas (FLX) y adultos sin tratamiento (AD) incubadas con a-vGluT-
1 (arriba), a-vGAT (medio) y con B3-Tubulina (abajo). En el grdfico se indica la cuantificacién de la sefial
(normalizado a la sefial de a-tubulina) en ratones tratados y controles. vGIluT-1 no es modulado por el
tratamiento con fluoxetina (FLX: 1.11+0.08 vs. AD: 1.12 + 0.11, n = 4, Student’s t-test, P = 0.90), pero si se observo
una disminucion significativa del 50% de los valores de vGAT en ratones tratados con fluoxetina (FLX: 0.45 + 0.05
vs. AD: 0.91 # 0.07, n = 4, Student’s t-test, P<0.05). Las barras violetas corresponden a los valores de los ratones
adultos sin tratamiento (AD) y las celestes a los valores de los ratones adultos tratados con fluoxetina (FLX). Las
barras de error corresponden a la desviacion estandar. * P<0.05, Student’s t-test.

De modo similar a lo observado en las muestras de animales tratados con fluoxetina, el analisis
por Western blot entre animales adultos mantenidos en ambiente enriquecido y los animales
mantenidos en condiciones estandar, no revelé diferencias de la sefial de vGluT-1, pero si de la sefial
de vGAT (Figura 20). El estudio semi-cuantitativo indicé que el ambiente enriquecido no modula los
niveles de vGluT-1 (EE: 1.03 £ 0.01 vs. SC: 0.93 £ 0.05, n = 4, Student’s t-test, P = 0.98), pero reduce un
48% los valores de vGAT, respecto a los adultos control (EE: 0.54 + 0.01 vs. SC: 1.03 = 0.05, n = 4,

Student’s t-test, P <0.05 ).
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Figura 20. Andlisis de los niveles de vGluT-1 y vGAT en el modelo de plasticidad restaurada en adultos
mediante el mantenimiento en ambiente enriquecido. Western blot representativo de muestras de corteza
visual de animales adultos mantenidos en ambiente enriquecido durante 4 semanas (EE) y adultos mantenidos
en condiciones estdandar (SC) incubadas con a-vGluT-1 (arriba), a-vGAT (medio) y con 33-Tubulina (abajo). En el
grdfico se indica la cuantificacion de la sefial (normalizado a la sefial de a-tubulina) en ratones tratados y
controles. vGluT-1 no es modulado por el ambiente enriquecido (EE: 1.03 £ 0.01 vs. SC: 0.93 + 0.05, n = 4, Student’s
t-test, P = 0.98), pero si se observd una disminucion significativa del 48% de los valores de vGAT en ratones
mantenidos en ambiente enriquecido (EE: 0.54 + 0.01 vs. SC: 1.03 # 0.05, n = 4, Student’s t-test, P< 0.05). Las
barras rojas corresponden a los valores de los ratones adultos en condiciones estdndar (SC) y las violetas a los
valores de los ratones adultos mantenidos en ambiente enriquecido (EE). Las barras de error corresponden a la
desviacion estdndar. * P<0.05, Student’s t-test.

2.3 ANALISIS ESTADISTICO

En resumen, el analisis de los niveles de vGIuT-1 mediante Western blot mostré que esta
proteina no es modulada durante el desarrollo, ya que no se observan cambios entre los niveles del
PC y los del adulto, y tampoco es modulada en los modelos experimentales de restauracién de la
plasticidad en el adulto, ya que no hay cambios entre los adultos sin tratamiento y los tratados con
fluoxetina, asi como tampoco en los animales mantenidos en ambiente enriquecido y en condiciones
estandar.

Por otro lado, el andlisis de los niveles de vGAT durante el desarrollo demostré que esta
proteina tampoco es modulada durante el desarrollo ya que no se observan cambios entre los niveles

del PC y del AD. Contrario a esto, vVGAT mostrd estar modulada negativamente en ambos modelos
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experimentales de restauracion de la plasticidad en el adulto. Se observé una disminucion del 50% en
los niveles de vGAT en los animales tratados con fluoxetina en comparacién con los animales sin
tratamiento. A su vez, se observé una disminucién del 48% en el nivel de vGAT de los animales
mantenidos en ambiente enriquecido en comparacién con los animales en condiciones estandar.

En ambos casos el analisis estadistico se realizé con el test t de Student comparando PCvs AD,
FLX vs AD, y EE vs SC. Para verificar si existian diferencias estadisticamente significativas entre todas
las muestras se utilizo el analisis one-way ANOVA con post-hoc Tukey’s test, comparando todas estas
simultdaneamente. Este analisis confirmo los resultados estadisticos obtenidos con el test t de Student

(Tabla 4).

Tabla 4. Valores promedios (PROM) de los niveles de vGluT-1 y vGAT y su desvio estdndar (STD).

vGluT-1 VGAT
PROM STD PROM STD
PC 1,0850 0,0596 0,9186 0,0686
AD 1,1233 0,1101 0,9053 0,0705
FLX 1,1163 0,0762 0,4485** 0,0458
EE 1,0258 0,0050 0,5376** 0,0112
SC 0,9254 0,0530 1,0318 0,0435

* P<0,05 con el test t de Student comparando PC vs AD, FLX vs AD, y EE vs SC;

# P<0,05 con one-way ANOVA con post-hoc Tukey's test, comparando FLX vs AD y EE vs SC.

3. COMPARACION DE LA RELACION vGIuT-1/vGAT
EN LOS DIFERENTES MODELOS EXPERIMENTALES
DE PLASTICIDAD

Como fue mencionado en la introduccion, el balance entre tono excitatorio e inhibitorio
(balance E/I) a nivel cortical es considerado uno de los factores principales determinantes los niveles
de plasticidad. Se ha demostrado que este balance es alto durante el periodo critico de plasticidad,
disminuye en el adulto, y es alto en los modelos de restauracién de la plasticidad en adulto (Hensch &

Fagiolini, 2005). Dado que vGIuT-1 y vGAT son considerados marcadores de terminales sindpticas
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excitatorias e inhibitorias respectivamente, la relacion entre estos podria representar el balance entre
el tono excitatorio e inhibitorio (balance E/I). Por esta razén se calculé la relacién vGluT-1/vGAT en los
diferentes modelos experimentales utilizando los datos obtenidos separadamente con los dos
anticuerpos. Esta aproximacién nos permite conocer en primer lugar si este balance se modula, y en
el caso de que se module, si tiende hacia una mayor excitacién o inhibicion. Para obtener el valor de
la relacidon vGluT-1/vGAT se realizo el cociente entre los valores obtenidos previamente para cada
anticuerpo por separado, ya normalizados a los valores correspondientes de alfa-tubulina.
Analizando la relacion vGIuT-1/vGAT durante el periodo critico y en el adulto, se puede
observar que esta relacién no es modulada durante el desarrollo (PC: 1.21 £ 0.12 vs. AD: 1.28 £ 0.18,
n = 4, Student’s t-test, P = 0.79). Por el contrario, la relacién vGluT-1/vGAT se modula en los modelos
experimentales de restauracion de la plasticidad en el adulto (Figura 21). El tratamiento con fluoxetina
y el mantenimiento en ambiente enriquecido provocan un aumento en esta relacién vGluT-1/vGAT de
97% luego del tratamiento con fluoxetina y de un 112% luego del mantenimiento en ambiente
enriquecido, en comparacion con la relacion observada en sus respectivos controles (AD sin
tratamiento y adultos en SC), lo que implica un desplazamiento hacia una mayor excitacién (FLX: 2.52
+ 0.09 vs. AD: 1.28 + 0.18, n = 4, Student’s t-test, P<0.05; EE: 1.91 + 0.0 vs. SC: 0.90 + 0.07, n = 4,

Student’s t-test, P<0.05).
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Figura 21. La relacién vGluT-1/vGAT en diferentes modelos experimentales. Esta relacion no es modulada
durante el desarrollo del periodo critico (PC: 1.21 + 0.12 vs. AD: 1.28 + 0.18, n = 4, Student’s t-test, P = 0.79), pero
incrementa un 97% luego del tratamiento con fluoxetina (FLX: 2.52 + 0.09 vs. AD: 1.28 + 0.18, n = 4, Student’s t-
test, P< 0.05) y un 112% en ratones adultos mantenidos en ambiente enriquecido (EE: 1.91 + 0.0 vs. SC: 0.90 +
0.07, n = 4, Student’s t-test, P<0.05), cuando se comparan con los respectivos controles. PC: animales en el
periodo critico; AD: animales adultos sin tratamiento; FLX: animales adultos tratados con fluoxetina; EE:
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animales adultos mantenidos en ambiente enriquecido; SC: animales adultos mantenidos en condiciones
estandar.
* P<0.05, Student’s t-test; # P<0.05, one-way ANOVA con test post hoc tukey’s.

Los datos obtenidos sobre la relacion vGluT-1 /vGAT fueron analizados también con el one-
way ANOVA post hoc tukey’s test, que nos permitio comparar dicha relacion entre todas las
condiciones experimentales. Este analisis confirmé los resultados obtenidos con el test t de Student,
pero ademas indicé una diferencia significativa entre el valor vGluT-1/vGAT de FLX vs EE, sugiriendo
que el tratamiento con fluoxetina induce una modulacién de esta relacion mas fuerte que el

mantenimiento en ambiente enriquecido (Tabla 5).

Tabla 5.Resumen del andlisis estadistico con el test one-way ANOVA. Valores de significancia luego del
andlisis con el one-way ANOVA post hoc tukey’s test de los valores de la relacion vGluT-1/vGAT para las
diferentes condiciones experimentales. En rojo se indican los valores de P>0.05 y en verde y con asterisco
se indican los valores de P<0.05.

PC AD FLX EE SC

PC 0,9961  0,0002* 0,0111* 0,4539
AD 0,0002*  0,0221* 0,2799
FLX 0,0276* 0,0002*
EE -~ 0,0005*
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DISCUSION

1. PUESTA A PUNTO

Para analizar los niveles de vGluT-1, se probaron una serie de diluciones de anticuerpo
primario y secundario, y se decidid que la mejor combinacidon que generaba una buena sefial era el
anticuerpo primario diluido 1:20.000 y el secundario 1:7000. A su vez se realizaron pruebas para
utilizar un anticuerpo secundario fluorescente, obteniéndose una sefal clara y buena para poder ser
cuantificada.

Para el caso de VGAT, se realizaron numerosas pruebas para mejorar la seial ya que en un
principio ésta era muy débil y con mucho fondo. Por esto se usaron distintas soluciones de bloqueo y
varios anticuerpos secundarios diferentes, incluyendo uno conjugado a un fluordéforo.

No obstante la realizacidn con éxito de la puesta a punto del sistema de deteccion Multiplex,
debido a que la sefal obtenida con el anticuerpo vGAT usando el secundario fluorescente no dio los
resultados esperados, se decidid descartar esta metodologia.

Por esta razon se decidio volver al sistema de deteccidn con secundarios conjugados a HRP
utilizando un nuevo anticuerpo primario de conejo a-vGAT, que en la bibliografia tuvo resultados
positivos (Mainardi et al., 2010, 2014). Este nuevo anticuerpo permitio la deteccién de una sefial clara
de vGAT y luego de una nueva puesta punto, se decidié utilizar el anticuerpo primario en la dilucién
1:1000y el secundario 1:5000 ya que esta combinacidn generaba una sefial clara para la cuantificacion

de los niveles de vGAT.

2. MODULACION DE vGluT-1 Y vGAT EN
DIFERENTES MODELOS DE PLASTICIDAD

2.1 DESARROLLO

En primer lugar se estudié si los trasportadores vesiculares son modulados en la corteza visual
de animales en el periodo critico, caracterizados por presentar altos niveles de plasticidad, y de
animales adultos, con bajos niveles. Los analisis de vGIluT-1 y de vGAT mediante Western blot

mostraron que los niveles de estos transportadores no son modulados entre estas dos condiciones.
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Estudios previos han analizado la expresion de estos dos transportadores durante el desarrollo
en la corteza cerebral de rata. Por medio de Western blot sobre toda la corteza, y por
inmunohistoquimica en la corteza somato-sensorial primaria, han demostrado que vGIuT-1 llega a un
maximo alrededor de P30 (Minelli et al., 2003b; Zhang et al., 2011) y que vGAT llega a un maximo
alrededor de P15 (Minelli et al., 2003a), y que ambos niveles se mantienen constantes en el adulto.
No obstante las diferencias metodoldgicas, es probable que el desarrollo de estos transportadores
siga un patrén similar al observado en los estudios antes mencionados también en la corteza visual de
ratdén. Esto justificaria la ausencia de modulacion observada en nuestros experimentos dado que se
realizaron a P28, edad a la cual los transportadores ya habrian alcanzado valores similares a los del

adulto.

2.2 RESTAURACION EN EL ADULTO

Luego se estudié si vGIuT-1 y vGAT son modulados en los modelos de restauracion de
plasticidad en adulto, el tratamiento con fluoxetina y el ambiente enriquecido. Las condiciones
experimentales utilizadas en este trabajo fueron exactamente las mismas que en estudios en los
cuales se ha demostrado que dichos tratamientos restauran la plasticidad funcional en el roedores
adultos (Greifzu et al., 2014; Ruiz-Perera et al., 2015). Los analisis mediante Western blot mostraron
qgue los niveles de vGluT-1 no son modulados por el tratamiento con fluoxetina ni por el
mantenimiento en ambiente enriquecido, mientras que vGAT es regulado negativamente en ambas
condiciones experimentales, observandose una disminucién del 50% por el tratamiento con fluoxetina
y del 48% por el mantenimiento en ambiente enriquecido.

Para el caso de los modelos de plasticidad restaurada en el adulto, se han observado
resultados contrastantes sobre la expresién de vGluT-1 y vGAT a nivel cortical, tanto en el tratamiento
con fluoxetina como en el ambiente enriquecido. Para el caso de vGluT-1, se ha observado que el
tratamiento con fluoxetina promueve una modulacién positiva, aumentando los niveles de este
transportador (Moutsimilli et al., 2005), aunque también se ha visto una modulacién negativa
(Beshara et al., 2015). Con el ambiente enriquecido se ha visto que este tratamiento promueve un
aumento de los niveles de vGIuT-1, aunque este aumento seria solo del 10% con respecto al control
(Mainardi et al., 2010). Nuestros resultados de Western blot evidenciaron que el vGluT-1 no es
modulado en ninguno de los dos modelos de restauracién de la plasticidad en el adulto, lo que
contrasta los resultados presentes en la bibliografia.

Para el caso de vGAT, en la bibliografia se ha reportado que la fluoxetina no promueve una
modulacién de los niveles de vGAT (Beshara et al., 2015), aunque también en otro estudio se observo

gue promueve un aumento de los niveles del ARN mensajero que codifica este transportador
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(Tiraboschi et al., 2013). Nuestros resultados de Western blot contrastan ambas observaciones ya que
en nuestro caso el tratamiento con fluoxetina generd una disminucion de los niveles de vGAT. Una
posible explicacion de la disparidad entre nuestros resultados y los del trabajo de Beshara et al. puede
ser metodoldgica. En los dos trabajos se utilizd el mismo anticuerpo, cuyo fabricante sugiere no hervir
las muestras en buffer de corrida que contiene SDS antes de la corrida debido a que esto puede
generar la agregacion proteica y asi afectar la deteccidén y cuantificaciéon de la proteina de interés.
Mientras que en nuestro trabajo respetamos el protocolo sugerido, en el otro especifican haber
hervido las muestras. Las diferencias con respecto al segundo estudio de los niveles de ARNm pueden
deberse a que un aumento de éste no significa que necesariamente se produzca un aumento en los
niveles de la proteina, ya que hay mecanismos de regulacion pre-traduccionales que influyen sobre
los niveles de la proteina que se producen. Para el caso del mantenimiento en ambiente enriquecido,
se ha observado que vGAT es modulado negativamente por este tratamiento (Mainardi et al., 2010),
lo que concuerda con los resultados obtenidos en este estudio.

Las diferencias observadas con los resultados de otros estudios sobre la modulacion de estos
transportadores pueden deberse también a diferencias en la especie, ya que dichos estudios fueron
obtenidos en modelos de rata, mientras que los nuestros en ratén. Otra posible causa puede ser la
diferencia en los tratamientos, por ejemplo debido a diferencias en la dosis y via de administracion de

la fluoxetina.

3. MODULACION DE LA RELACION vGluT-1/vGAT y
EL BALANCE E/|

Como fue mencionado previamente, varios estudios han sugerido que el equilibrio entre el
tono excitatorio y el inhibitorio (balance E/I) es uno de los mecanismos centrales en el control de la
plasticidad cortical. Varios son los factores que determinan el tono excitatorio e inhibitorio, como el
numero de células con fenotipo excitatorio o inhibitorio, la cantidad de sinapsis que estas realizan, y
la fuerza sindptica de cada una de estas sinapsis. Esta es a su vez determinada por una compleja serie
de elementos entre los cuales se encuentran todos los que participan en la sintesis de
neurotransmisor, la acumulacion del neurotransmisor en las vesiculas sinapticas, la liberacion de las
vesiculas, la recaptacion o inactivacién del neurotransmisor, ademas de los receptores pre- y post-
sinapticos, etc.

En este trabajo decidimos utilizar dos marcadores de sinapsis excitatorias e inhibitorias para
verificar su posible utilizacién como correlatos moleculares del tono excitatorio e inhibitorio. Este

estudio se llevd a cabo en la corteza visual del ratén en distintas condiciones de plasticidad, bajo la
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hipétesis de que la relacidon vGIuT-1/vGAT pueda representar el balance E/I, y asi reflejar los niveles
de plasticidad cortical.

Observamos que esta relacién no es modulada entre el periodo critico y el adulto, dado que
los niveles de vGIuT-1 y vGAT no cambian entre las dos condiciones. Como mencionado
anteriormente, este resultado esta en acuerdo con resultados obtenidos en otras areas cerebrales en
ratas. La modulacion del balance E/I observada en la corteza visual (Morales et al., 2002) y otras areas
cerebrales (Zhang et al., 2011) entre el periodo critico de plasticidad y el adulto, es probablemente
debida a la modulacidn de otros factores que afectan la fuerza sinaptica. Particularmente interesante
es el estudio de Zhang et al., 2011 en el cual evidencian en la corteza somato-sensorial que la
modulacién del balance E/I (identificada por registros electrofisioldgicos) durante el desarrollo del
periodo critico de plasticidad se correlaciona con un cambio en la expresién de factores moleculares
asociados principalmente al tono inhibitorio, como ser receptores y enzima de sintesis del GABA, pero
no del transportador vGAT. Nuestros resultados, junto a evidencias obtenidas en otras areas, indican
que la relacién vGIluT-1/vGAT no seria un buen correlato molecular del balance E/I y de los niveles de
plasticidad durante el desarrollo del periodo critico, y sugieren que otros factores lo estarian
modulando en esta fase.

Por otro lado, la relacion vGluT-1/vGAT si podria ser un buen indicador del balance E/I en los
modelos de plasticidad restaurada en el adulto. En nuestros experimentos demostramos que el
tratamiento con fluoxetina y el mantenimiento de los animales en ambiente enriquecido reducen los
niveles de vGAT pero no modulan vGluT-1. Esto concuerda con otros reportes en los cuales se
utilizaron estas mismas estrategias para restaurar altos niveles de plasticidad en la corteza visual de
ratas y de ratones adultos. En estos trabajos se identific6 una modulacion del balance E/I
principalmente debida a una reduccién del tono inhibitorio evidenciada por varias metodologias: una
reduccion de la liberacidon basal del GABA sin modulacién de la liberacién del glutamato (medidos por
HPLC luego de microdialisis in vivo), una reduccion de la enzima GAD67 que sintetiza GABA, o de
receptores del GABA (por inmunohistoquimica o Western blot) (Sale et al., 2007; Maya-Vetencourt et
al., 2008; Baroncelli et al., 2010; Greifzu et al., 2014).

El analisis estadistico utilizando el test one-way ANOVA nos permitié observar que la
modulacién de la relacién vGlut-1/vGAT no se da en la misma magnitud en los dos modelos de
restauracioén de la plasticidad en el adulto (FLX y EE), lo que sugiere que el tratamiento con fluoxetina
promueve una modulacion mayor de esta relacion comparado con el mantenimiento en ambiente
enriquecido. No obstante, no podemos afirmar que esta diferencia se correlacione a una modulacidn
diferente del nivel de plasticidad cortical dado que en la bibliografia no hay reportes que comparen

cuantitativamente la plasticidad inducida por los dos tratamientos.
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Como ya se ha planteado, los mecanismos que participan en la determinacion del balance E/I
y de los niveles de plasticidad son muy diversos y complejos, y ain no se conocen en detalle. La
modulacién de este balance, que parece ser una via final comun en la determinacién del periodo
critico de plasticidad y en la restauracién de la plasticidad en el adulto, puede ocurrir por medio de
diferentes mecanismos, lo que dificulta la posibilidad de encontrar una estrategia experimental simple
para evidenciarlo.

Resulta particularmente interesante un trabajo reciente que se focaliza sobre el analisis de las
terminales sindpticas de las células parvalbuminérgicas (Sommeijer & Levelt, 2012). Como fue
mencionado antes, estas células GABAérgicas son fundamentales en el control de los mecanismos de
plasticidad dependiente de la experiencia. Los autores de este estudio identifican una proteina, la
sinaptotagmina-2, que colocaliza con el transportador vesicular vGAT y se encuentra
predominantemente en las células parvalbuminérgicas. Por lo que puede ser utilizada como marcador
especifico de los contactos sinapticos que estas células inhibitorias realizan. Como sugerido también
por los autores de este trabajo, seria interesante estudiar la modulacion de la sinaptotagmina-2
(marcador de las sinapsis parvalbuminérgicas) en los diferentes modelos de plasticidad cortical como

posible correlato molecular de los niveles de plasticidad.
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CONCLUSIONES

En la Figura 22 se muestra un esquema que resume los resultados obtenidos en nuestro y
otros trabajos (citados a lo largo de la tesis) en cuanto a la modulaciéon de los transportadores vGluT-
1y vGAT y del balance E/I durante el desarrollo del periodo critico y en los modelos de restauracion
de la plasticidad en el adulto. Como se planted previamente, vGluT-1 y vGAT aumentan de expresion
en la corteza hasta aproximadamente P30 y P15 respectivamente, donde llegan a valores similares a
los del adulto. El balance E/I, que determina la duracién del periodo critico, se modifica hasta P60
sugiriendo que hay otros factores que determinan esta modificacidon durante el desarrollo del periodo
critico. En la adultez, tanto el balance E/I como los niveles de expresion de vGluT-1 y vGAT permanecen
constantes, y se mantienen bajos niveles de plasticidad.

Las estrategias que restauran la plasticidad en el adulto (tratamiento con fluoxetina y
mantenimiento en ambiente enriquecido), modifican el balance E/I por medio de una reduccién en
el tono inhibitorio. En nuestro trabajo mostramos que la reduccion de la inhibicidon ocurre por medio
de una regulacién negativa de los niveles de vGAT, mientras que los niveles de vGluT-1 permanecen
constantes. Esta disminucion de la inhibicion modula el balance E/I hacia una mayor excitacion,

Ilevando al balance hacia valores que permiten los procesos de plasticidad.

Balance E/I

vGluT-1

vGAT

PC AD FLX & EE

Figura 22. Modulacion de los transportadores vGluT-1 y vGAT y del balance E/I durante el desarrollo y en los
modelos de restauracion de la plasticidad en el adulto. La linea verde corresponde al balance E/I, la linea azul
al vGluT-1 y la violeta al vGAT. El recuadro verde indica el rango del balance E/I en el cual hay alta plasticidad. El
balance E/I es modulado durante el desarrollo del periodo critico, hasta alcanzar un valor que determina el cierre
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del periodo critico y la disminucion de los niveles de plasticidad. Los transportadores vesiculares aumentan de
nivel a medida que transcurre el periodo critico llegando a valores similares a los del adulto en diferentes
momentos (vGluT-1 alrededor de P30 y vGAT alrededor de P15). Los tratamientos que promueven la restauracion
de la plasticidad (FLX y EE) disminuyen los niveles de vGAT pero no modulan los niveles de vGIuT-1, lo que modula
el balance E/I hacia una mayor excitacion y por lo tanto alcanza valores que permiten recuperar altos niveles de
plasticidad.

En conclusidn, en este trabajo sugerimos que la relacién vGluT-1/vGAT puede representar un
buen correlato molecular del balance E/I y de los niveles de plasticidad de la corteza visual en los

modelos de restauracién de la misma, pero no durante el periodo critico.
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