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Resumen:

El sistema nervioso (SN), se caracteriza por su gran capacidad adaptativa a los constantes
cambios de su entorno, pudiendo modificar su conformacién anatémica y funcional en respuesta
a estos. Esta propiedad, denominada plasticidad neuronal, es necesaria para el correcto
desarrollo del SN y para la adquisicion gradual de todas las funciones nerviosas, desde la
locomocién hasta los procesos cognitivos superiores. Varios estudios han demostrado que existen
ventanas temporales, conocidas como periodos criticos de plasticidad, en los cuales esta
capacidad plastica es particularmente alta, y con el pasar del tiempo estas ventanas cierran y se ve
ampliamente disminuida. Actualmente se cree que la reduccion en la capacidad plastica del
sistema nervioso adulto, es la causa de la escasa recuperacion funcional caracteristica de varias
patologias neuronales. El sistema visual es un modelo clasico para el analisis de procesos de
plasticidad dependientes de la experiencia, y estudios recientes sobre este modelo han
encontrado estrategias que determinan un aumento de los niveles de plasticidad en el adulto, y
que facilitan la recuperacién de patologias en modelos experimentales animales, como la
administracién de fluoxetina o la exposicion a ambiente enriquecido. Sin embargo, los
mecanismos moleculares y celulares subyacentes a los procesos de plasticidad durante el
desarrollo, y que controlan los niveles de plasticidad a lo largo de la vida son aun poco
caracterizados. Un mayor entendimiento de los mecanismos que controlan la apertura, duraciony
cierre del periodo critico puede ser util para desarrollar estrategias que potencien la plasticidad
en el adulto y asi poder potencialmente facilitar la recuperacién funcional en determinadas
patologias. El presente trabajo tiene como objetivo contribuir a la caracterizaciéon de estos
mecanismos a nivel molecular, mediante el desarrollo de la protedmica diferencial sobre
muestras de corteza visual de ratones jovenes al pico del periodo critico (plasticidad alta) y
ratones adultos (plasticidad reducida), para identificar asi aquellas proteinas que muestren
patrones de expresion diferentes entre los dos niveles de plasticidad estudiados. Utilizando la
electroforesis bidimensional se lograron identificar 32 spots con una intensidad éptica diferencial
entre las dos condiciones, de los cuales 14 aumentan durante el periodo critico y 18 aumentan en
la adultez. Sera necesario darle continuidad a este trabajo mediante la secuenciacion por
espectrometria de masa de los spots que muestran expresion diferencial, para identificar las
proteinas y poder asi caracterizar los potenciales candidatos a la regulaciéon de la plasticidad
cortical.
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2. Introduccion

El sistema nervioso es particularmente interesante por su gran capacidad adaptativa. Esta
compleja red, esta formada por células especializadas en la transmisién de sefiales, conocidas
como neuronas, que tienen la capacidad de comunicarse entre si mediante sinapsis, uniones
intercelulares especializadas, que permiten definir entidades anatomicas funcionales,
denominadas circuitos. Los circuitos se encargan de procesar tipos especificos de informacion y
durante el desarrollo neuronal, estas vias de procesamiento pasan por una serie de transiciones
fundamentales, de las que emergen patrones precisos de conexiones sinapticas. Los patrones
resultantes, van a depender tanto de sefiales moleculares, como de patrones de actividad
neuronal dados por factores circuitales intrinsecos y también mediados por la experiencia. Esta
propiedad de las neuronas de sufrir cambios funcionales y estructurales, en respuesta a cambios
en el entorno, se define como plasticidad neuronal dependiente de la experiencia y es un proceso
fundamental en el desarrollo de los circuitos neuronales y en hacer posible que el cerebro logre
adaptarse a su entorno (Katz & Crowley, 2002; Purves et al., 2008). Este tipo de plasticidad es un
proceso continuo de creacion y organizacion de conexiones neuronales, que se produce como
resultado de las experiencias sensorio-motoras de los individuos, donde las diferentes situaciones
y circunstancias de la vida, influyen en como ciertas areas del cerebro se desarrollan y contindan
creciendo.

La plasticidad, es mayor durante etapas especificas del desarrollo y decrece
significativamente con el pasar del tiempo. Es decir, existen ventanas temporales, conocidas como
periodos criticos de plasticidad dependiente de la experiencia, en la que el cerebro en desarrollo
es mas maleable y se muestra mas responsivo a las influencias ambientales externas (Hooks &
Chen, 2007). Estudios recientes, han propuesto que el efecto de la experiencia sobre el cerebro
humano se puede separar en tres etapas que ocurren en modo secuencial, permitiendo asi la
adquisicion de habilidades cada vez mas complejas (Bardin, 2012). En el caso de la corteza visual y
otras regiones sensoriales, el periodo critico de plasticidad dependiente de la experiencia abre de
forma temprana luego del nacimiento y cierra rapidamente casi por completo durante la infancia.
En las regiones asociadas al lenguaje y a otras funciones cognitivas de orden superior, este
periodo abre un poco mas tardiamente para luego disminuir en gran medida hacia la
adolescencia y la adultez, pero sin llegar a cerrarse en su totalidad, permitiendo de esta manera
un cierto grado de aprendizaje continuo a lo largo de toda la vida (Fig. 1).
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Figura 1: Las tres etapas de sensibilidad al aprendizaje del cerebro humano. Los periodos criticos para las regiones
corticales dedicadas a la visién y a otros sentidos (linea roja) se abren en la infancia y luego se cierran herméticamente,
mientras que en regiones dedicadas al lenguaje (linea amarilla) y a la cognicién superior (linea violeta), los periodos
criticos se abren mas tarde, y nunca se cierran por completo. Las olas sucesivas permiten que el individuo pueda
adquirir habilidades cada vez mas complejas (texto gris) (Modificado de Bardin, 2012).

Cuando se trata de estudiar la plasticidad neuronal dependiente de la experiencia, el
sistema visual es uno de los modelos mas utilizados. Esto se debe a la relativa sencillez con la que
se logra manipular la experiencia visual en un contexto experimental y a que las consecuencias de
estas manipulaciones, pueden ser facilmente medidas en niveles anatomicos, fisioldgicos y
moleculares (Tropea et al., 2009). Estudios pioneros en este campo realizados por D. Hubel y T.
Wiesel, mostraron que bloquear temporalmente la entrada sensorial de un ojo (privacion
monocular) durante el periodo critico, tiene como consecuencia una reorganizacion estructural y
funcional en la corteza visual, mientras que el mismo tipo de procedimiento experimental
realizado en fases adultas, no muestra efecto alguno sobre la corteza (Wiesel & Hubel, 1963;
Hubel & Wiesel, 1970; 1998). Es asi que estos investigadores lograron demostrar, que el desarrollo
de la corteza visual es altamente influenciado por la experiencia visual durante este periodo del
desarrollo posnatal, ya definido como periodo critico de plasticidad.

Hasta ahora no se han logrado establecer con exactitud los mecanismos celulares y
moleculares subyacentes a los procesos de plasticidad. Actualmente se propone, que la
plasticidad es regulada por una compleja interaccién entre dos grupos de factores: los factores
estructurales, conformados principalmente por la matriz extracelular, y los factores funcionales,
qgue modulan la relacién a nivel cortical entre el tono excitatorio y el tono inhibitorio (E/I) (Fig. 2)
(Bavelier et al., 2010). Los factores estructurales estan relacionados con la maduracién de la
mielina y la condensacién de la matriz extracelular, cuyo grado de fluidez es una de las principales

3



limitantes en la formacion de nuevas neuritas y por ende en las modificaciones plasticas
organizacionales y estructurales de las conexiones sinapticas (Hockfield et al., 1990; Pizzorusso et
al., 2002; Mcgee et al., 2005). Los factores funcionales, son los que actuan directamente sobre el
balance entre el tono excitatorio e inhibitorio (E/I) en los circuitos locales. Durante el desarrollo del
sistema nervioso, primero ocurre la maduracion de los circuitos excitatorios y luego la
maduracion de los circuitos inhibitorios (Long et al., 2005). A medida que aumenta el tono
inhibitorio durante el desarrollo, el balance E/I va cambiando hasta alcanzar un determinado valor
umbral, que marca la apertura del periodo critico. A continuacion, los circuitos inhibitorios siguen
desarrollandose hasta alcanzar un segundo valor umbral en el balance E/I, que determina el cierre
del periodo critico y como consecuencia bajos niveles de plasticidad que se mantienen en la fase
adulta (Hensch et al, 1998; Fagiolini & Hensch, 2000; Hensch, 2005).

(1) Adulto
Remover frenos estructurales mn.w/ulmln@
2) \
Restablecer balance E- ,
Cambios estructurales que
senales de rctm.&lnmnlduun ‘1
limitan la formacion de

nuevas conexiones
Progreso del
desarrollo
Desarrollo temprano ,.\_ plastico
inmaduro
”
Aumento de la inhibicion

en el equilibrio E/]

La intervencion lleva
s . al sistema a un estado
Retroalimentacion de bk

: vlastico
la entrada visual |

Figura 2: La transformacion a lo largo de la vida de las capacidades plasticas (flechas azules) (E/I, balance entre tono
excitatorio e inhibitorio) sugiere posibles mecanismos para mejorar el aprendizaje y la recuperacién de funciones en la
edad adulta (rojo). (1), Removiendo barreras estructurales, por ejemplo, eligiendo como blanco redes perineuronales,
mielina o estados epigenéticos. (2), Restablecer el balance E/I local a un estado juvenil donde domina la excitacion
también puede promover efectivamente la plasticidad en la edad adulta (Modificado de Bavelier et al., 2010).

En la actualidad, se considera que la disminucidn de las capacidades plasticas en el sistema
nervioso adulto, es un factor que contribuye a la dificultad de recuperacién funcional
caracteristica de varias patologias neuronales (Baroncelli et al., 2011; Levelt & Hubener, 2012). Por
este motivo, en los ultimos afios, varios grupos de investigadores han comenzado a explorar
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posibles estrategias para potenciar o reactivar la plasticidad en el individuo adulto, con la finalidad
de caracterizar mecanismos que puedan facilitar la recuperacion funcional a nivel del sistema
nervioso.

Teniendo en cuenta la serie de eventos moleculares que ocurren durante el desarrollo
normal e influyen en la duracion del PC, existirian dos tipos de estrategias para el
restablecimiento de la plasticidad: reajuste de la relaciébn entre tono excitatorio e inhibitorio
(balance E/I) y remocion de los “frenos” moleculares que limitan la plasticidad estructural en el
adulto.

En cuanto a la potenciacion de la plasticidad en el adulto mediante la remocion de “frenos
estructurales (Fig. 2(1)), una de las estrategias utilizadas es la administracién de proteasas que
devuelven la matriz extracelular a un estado “fluido” y permisivo (Pizzorusso et al., 2006).

n

Entre las estrategias identificadas para reajustar el balance E/I (Fig. 2(2)), encontramos la
administracién crénica de fluoxetina (Maya Vetencourt et al., 2008), droga que actla en el sistema
nervioso como inhibidor de la recaptacion de serotonina, y particularmente relevante por tratarse
de un tratamiento no invasivo y de facil aplicacién en la clinica, dado su alto uso y difusién en la
poblacion como potente antidepresivo. A su vez, encontramos también la exposicién de los
animales a un ambiente enriquecido en estimulos sensorio-motores (Sale et al., 2007) y el
mantenimiento de los animales en condiciones de oscuridad (He et al., 2006). Se ha demostrado,
que tanto el tratamiento con fluoxetina, como la exposicién a un ambiente enriquecido, reducen
la transmisién inhibitoria (GABAérgica), resultando en la modificacion del balance E/I, logrando asi
potenciar la plasticidad en individuos adultos y permitiendo una exitosa recuperacion de defectos
en la vision (ambliopia). Por otro lado, el mantenimiento de los animales en condiciones de
oscuridad, disminuye el nivel de receptores GABAA en relacidén a los receptores glutamatérgicos
de tipo AMPA, determinando un aumento del tono excitatorio en relacién al tono inhibitorio (He et
al., 2007).

En la ultima década, se han utilizado analisis a gran escala con el fin de determinar el
marco molecular exacto que determina la apertura, duracion y cierre del periodo critico de
plasticidad cortical dependiente de la experiencia. Estos estudios han utilizado principalmente la
busqueda de transcritos que presentan un patrén de expresion diferencial correlacionado al
periodo critico y que por lo tanto podrian estar regulando los niveles de plasticidad cortical. Ya
gue comunmente ocurren desajustes entre los niveles de ARNm y de las proteinas, posiblemente
debido a diferencias en sus vidas medias (Anderson & Seilhamer, 1997; Gygi et al., 1999), es de
mayor importancia también identificar a nivel protedmico las diferentes moléculas que
contribuyen a la plasticidad durante el periodo critico.

De forma complementaria a estos estudios transcriptomicos previos, se ha comenzado a
utilizar la protedmica como abordaje de analisis por parte de algunos grupos de investigadores,
como es el caso del grupo de L. Arckens sobre la corteza visual del gato (Van den Bergh et al,
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2003; Van Den Bergh & Arckens, 2004; Van Den Bergh et al., 2006) y mas recientemente el grupo
de C.N. Levelt (Dahlhaus et al., 2011) y el grupo que integro sobre la corteza visual de raton (Ruiz-
Perera et al., 2015; Bornia, 2015, Tesis de Maestria).

Esta clase de enfoque protedmico a gran escala, pretende contribuir a definir mas
detalladamente los mecanismos regulatorios de los procesos de plasticidad. La ventaja principal
de este tipo de aproximacion, radica en la posible identificacion de nuevas proteinas
potencialmente implicadas en la regulacion de la plasticidad, que fueran desconocidas hasta el
momento o al menos no estuvieran asociadas previamente con una funcion especifica en la
plasticidad cortical. La necesidad de este tipo de estudio, surge también debido a las posibles
aplicaciones de esta informacion. Un mayor entendimiento de los mecanismos que controlan la
apertura, duracion y cierre del periodo critico, puede servir para desarrollar estrategias que
potencien la plasticidad en el adulto y asi poder potencialmente corregir discapacidades visuales
causadas por un desequilibrio funcional entre los dos ojos, como el estrabismo, la anisometropia
y la catarata congénita, condiciones que de no ser tratadas en fases tempranas del desarrollo,
serian irreversibles (Kiorpes et al., 1998; Baroncelli et al., 2011).

2.1. Sobre la electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2D-PAGE) es un método
ampliamente utilizado para el analisis de mezclas complejas de proteinas extraidas de células,
tejidos, u otras muestras bioldgicas que fue introducido por O'Farrell en 1975 (O’Farrell, 1975).

Esta técnica, separa las proteinas segun dos propiedades independientes en dos pasos
discretos (Fig. 3). El paso de la primera dimension, enfoque isoeléctrico (IEF), separa las proteinas
segln su punto isoeléctrico (pl); el paso de la segunda dimension, electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), separa las proteinas segun sus pesos moleculares. Cada
punto (o spot por su denominacion en inglés) en el gel bidimensional, corresponde
potencialmente a una Unica especie proteica en la muestra. Por ende, miles de proteinas
diferentes pueden ser separadas y se puede obtener informacion relevante sobre las mismas
como el pl, el peso molecular aparente y también una medida de la cantidad relativa de cada
proteina en la muestra.
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Figura 3: Esquema de los sucesos en una electroforesis bidimensional. A partir de un extracto proteico se realiza en
primera instancia un enfoque isoeléctrico donde las proteinas (representadas en la imagen como puntos de colores) se
separan segun su punto isoeléctrico, para luego ser separadas en un segundo paso de acuerdo a su peso molecular.

Esta técnica se aplica principalmente dentro del campo de la protedmica, debido a su
incomparable capacidad de separacion sistematica, identificacién por técnicas como la
espectrometria de masa y cuantificacion de miles de proteinas simultaneamente, a partir de una
Unica muestra. Esta técnica, es Unica también en su capacidad de detectar modificaciones post-y
co-traduccionales, las cuales no pueden ser predichas a partir de la secuencia genomica.
Aplicaciones de esta técnica incluyen: analisis protedmico, diferenciacion celular, deteccion de
marcadores de enfermedades, monitoreo de terapias, descubrimiento de drogas, investigacidon
del cancer, controles de pureza y purificacion proteica a microescala (Alzate, 2010).

Como fue mencionado anteriormente, el IEF es un método electroforético que separa las
proteinas de acuerdo con sus puntos isoeléctricos. Las proteinas son moléculas que, dependiendo
de su composicion aminoacidica y el pH de su entorno, pueden llevar carga neta positiva, negativa
o nula. La carga neta de una proteina, es la suma de todas las cargas negativas y positivas de sus
cadenas laterales de aminoacidos y sus extremos amino y carboxilo. El punto isoeléctrico, es el pH
especifico en el que la carga neta de la proteina es cero. Las proteinas se cargan positivamente a
valores de pH por debajo de su ply se cargan negativamente a valores de pH por encima de su pl.

La presencia de un gradiente de pH es fundamental para la técnica IEF. En un gradiente de
pH, bajo la influencia de un campo eléctrico, una proteina se movera a la posicion en el gradiente
donde su carga neta es cero. Una proteina con una carga neta positiva, migrara hacia el catodo,
volviéndose progresivamente menos cargada positivamente a medida que se mueve a través del
gradiente de pH hasta que alcanza su pl. Una proteina con una carga neta negativa, migrara hacia
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el anodo, y se cargara menos negativamente hasta que también alcance una carga neta cero. Este
es el efecto de enfoque de IEF, que concentra las proteinas en sus pl y las separa con diferencias
de carga muy pequefias.

Un método para generar gradientes de pH en geles IEF se basa en los anfolitos portadores,
moléculas pequenfias, solubles, anféteras, con una alta capacidad de amortiguacién cerca de su pl.
Las mezclas comerciales de anfolitos portadores comprenden cientos de especies poliméricas
individuales, con pl que abarcan un rango de pH especifico. Cuando se aplica un voltaje a traves
de una mezcla de anfolitos portadores, los anfolitos portadores con el pl mas bajo (y la carga mas
negativa) se mueven hacia el anodo, y los anfolitos portadores con el pl mas alto (y la carga mas
positiva) se mueven hacia el catodo (Fig. 4(A)). Los otros anfolitos portadores, se alinean entre los
extremos de acuerdo con sus pl, y amortiguan su entorno a los correspondientes pH. El resultado
es un gradiente continuo de pH (Fig. 4(B)).

(A)

Low pH ’:’1‘—- x' - =8 High pH
(+) P ot = — (=)

(B)

Low pH High pH
(+) (<)

Figura 4: Formacién de gradiente de pH con anfolitos portadores. (A) Anfolitos y proteinas se mueven en respuesta al
voltaje aplicado, hacia el polo negativo o positivo segln su carga neta. (B) En el pH isoeléctrico, las proteinas y los
anfolitos se encuentran en foco, alcanzando una carga neta de cero y dejan de moverse.

El IEF se puede ejecutar en modo nativo o desnaturalizante. Un IEF nativo, puede llegar a
ser conveniente porque existen geles IEF prefabricados disponibles en una variedad de rangos de
gradiente de pH, sin embargo, a menudo esta limitado por el hecho de que muchas proteinas no
son solubles a baja fuerza i6nica o tienen baja solubilidad cerca de su punto isoeléctrico. En estos
casos, se emplea el IEF desnaturalizante. La urea es generalmente el desnaturalizante de eleccidn,
y por el que optamos en esta Tesis, ya que este compuesto no cargado puede solubilizar muchas
proteinas que de otra manera no serian solubles en condiciones de IEF. Detergentes y agentes
reductores a menudo se usan junto con la urea para lograr un despliegue y solubilizacion mas
completos.

La segunda dimension, es mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE). En este tipo de electroforesis, la migracion es determinada por
el peso molecular de los polipéptidos y no por la carga eléctrica intrinseca de los mismos. El
dodecilsulfato sodico (SDS) es un detergente anidnico que desnaturaliza las proteinas uniéndose
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al esqueleto polipeptidico en una relacién de 1.4 gramos de SDS, por gramo de proteina,
confiriéndole asi una carga neta negativa al polipéptido en proporcién a su largo. A su vez, el SDS
rompe los enlaces de hidrégeno, bloquea las interacciones hidréfobas y despliega las moléculas
de proteinas, minimizando las diferencias en la forma molecular al eliminar las estructuras
terciarias y secundarias. Los polipéptidos reducidos y desnaturalizados con SDS son varillas
flexibles con carga negativa uniforme por unidad de longitud. Por lo tanto, debido a que el peso
molecular es esencialmente una funcion lineal de la longitud de la cadena peptidica, en los geles
las proteinas se separan por peso molecular (Protein Electrophoresis, Technical Manual,
Amersham).

2.2. Antecedentes del grupo: Protedmica de la plasticidad en la corteza visual

Como fue mencionado anteriormente, esta linea de investigacion fue iniciada en el
Laboratorio de realizaciéon de este trabajo, con la publicacién de un articulo cientifico en el afio
2015 (Ruiz-Perera et al., 2015). Los aportes de ese trabajo se basaron nuevamente en el sistema
visual como un modelo clasico para el estudio de procesos de plasticidad dependientes de
experiencia, enfocandose especificamente en estrategias que potencian la plasticidad en el adulto
y permiten la recuperacién de defectos en la visidn (ambliopia). En particular, se estudiaron los
efectos de la administracion de fluoxetina, cuyos mecanismos subyacentes a la restauracion de la
plasticidad en el individuo adulto y que controlan los niveles de plasticidad son aun poco
caracterizados. El trabajo tuvo como objetivo contribuir a la caracterizacién de estos mecanismos
a nivel molecular mediante el desarrollo de la proteémica diferencial sobre muestras de corteza
visual de ratones adultos tratados con fluoxetina (plasticidad restaurada) y controles (adultos con
plasticidad disminuida). Utilizando la electroforesis bidimensional se encontraron 31 spots con
una intensidad Optica diferencial entre las dos condiciones. A partir de los resultados obtenidos se
lograron identificar por espectrometria de masa 24 proteinas, de las cuales 19 presentaban mayor
nivel en los ratones tratados con fluoxetina y 12 presentaban menor nivel respecto a los
controles. Las proteinas identificadas estan implicadas en diversos procesos celulares, entre ellos
el control de la estructura del citoesqueleto, la endocitosis y la exocitosis, el transporte, la
sefializacion intracelular, el control del estado redox de la célula, el metabolismo y la degradacion
proteica. Estas proteinas son candidatas potenciales a la regulacion de la plasticidad cortical y
contribuyen a caracterizar mejor el cuadro general de los mecanismos subyacentes a este
proceso.

En 2014, se inicié un estudio protedmico igual al de este trabajo, donde se pretendia
identificar proteinas que se expresaran de forma diferencial entre la corteza visual de ratones
adultos y la de ratones jévenes al pico del periodo critico de plasticidad, para de esa forma
complementar los datos previamente obtenidos sobre ratones con plasticidad inducida
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farmacolégicamente, pero no obstante la obtencién de algunos datos preliminares, no se logré
concluir el estudio.

Por ultimo, en 2015 se realizé un trabajo en donde se estudiaron algunos procesos
epigenéticos que determinan el nivel de plasticidad en la corteza visual de ratéon; en particular,
buscando identificar cambios en el patrén de expresion y de modificaciones postraduccionales de
las histonas en diferentes condiciones de plasticidad (Bornia, 2015). A través del analisis de
imagenes de geles bidimensionales (especificos para la separacién en dos dimensiones de
histonas, AUT/SDS), se compararon los niveles de expresion de histonas entre animales con alta
vs baja plasticidad, y se logro revelar una regulacion dinamica de la expresién de las proteinas
estudiadas en funcién del nivel de plasticidad cortical.

Este trabajo de tesis, se enmarca dentro de esta misma linea de investigacion que
pretende caracterizar patrones de expresiéon diferencial entre varias condiciones de plasticidad,
para profundizar en el conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares responsables de
determinar el potencial plastico de los circuitos neuronales. Mediante una aproximacion
experimental protedmica y utilizando el raton (Mus musculus) como modelo experimental, se
estudié el proteoma de la corteza visual mediante electroforesis bidimensional de proteinas en
gel de poliacrilamida (2D-PAGE) en animales jovenes altamente plasticos (PC) y en animales
adultos con plasticidad reducida (AD), con la finalidad de aportar mas informacion a los estudios
realizados previamente en este mismo Laboratorio.
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3. Hipotesis y Objetivos

3.1. Hipotesis:

Las diferencias en los niveles de plasticidad neuronal de la corteza visual de ratones
jévenes y adultos podria estar determinado por una modulacién diferencial de proteinas
especificas, por lo que existiria un grupo de proteinas que se expresan de igual forma durante
toda la vida del individuo, otro grupo cuyos niveles de expresion son especificamente altos
durante el periodo critico de plasticidad y otro que se expresa Unicamente o en mayor proporcién
en las fases adultas.

3.2.0bjetivo general:
Lograr establecer un conjunto de candidatos proteicos cuya actividad pueda estar jugando
un papel determinante en los procesos neuronales plasticos a nivel de la corteza cerebral,
mediante la regulacion de la apertura, duracién y cierre del periodo critico de plasticidad.

3.3.0bjetivos especificos:

Por tratarse de una pasantia de grado, el primer paso para cumplir con los objetivos
planteados es familiarizarse con el funcionamiento general de un laboratorio de investigacion,
aprendiendo metodologias basicas como técnicas de preparacion de muestras y extraccion de
proteinas y también poniendo a punto los protocolos experimentales a utilizar durante el
desarrollo del trabajo final de grado (en este caso particular, 2D-PAGE).

Con la finalidad de lograr lo planteado en el objetivo general, los objetivos especificos son:

+ Realizacién de experimentos 2D-PAGE sobre muestras experimentales de corteza visual
de ratones PCy AD.

« Analisis de la imagen y seleccion de spots con densidad optica diferencial entre la
corteza visual de ratones PCy AD, para identificar proteinas que se vean moduladas en
relacion al nivel de plasticidad.

La informacion obtenida en este trabajo de finalizacién de grado, sera utilizada en una
segunda etapa para dar continuidad al proyecto mediante el analisis por espectrometria de masa
de los spots con expresiéon diferencial, y el posterior analisis bioinformatico para seleccionar
proteinas que presenten potencial relevancia en el control de procesos de plasticidad.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Mantenimiento de animales y diseccion de tejidos de interés.

Se utilizan ratones (Mus musculus) de la cepa C57B6/) jovenes adultos (~P47, definidos
como adultos “AD") y jévenes en el pico del periodo critico de plasticidad de la corteza visual
(~P28-31, definidos como periodo critico “PC”), mantenidos en condiciones estandar de
temperatura (20 = 1 °C), humedad (=50%) y ciclo de luz/oscuridad (14/10 horas), en el bioterio de
la Unidad de Animales Transgénicos y Experimentacién (UATE) del Institut Pasteur de Montevideo.

Las diferentes edades experimentales se eligen en base a que existen estudios que
demuestran que el periodo critico para la corteza visual en ratones comienza alrededor del final
de la tercera semana postnatal (P21), alcanza su punto maximo entre la cuarta y quinta semana
(P28) y comienza a disminuir a partir del final de la quinta semana (P35) (Fagiolini, 1994). Es decir
que, si bien un ratéon de 47 dias sigue siendo en teoria un individuo juvenil, puede ser
considerando igual que un adulto en términos de capacidades plasticas a nivel de la corteza
visual.

Los animales se sacrifican por dislocacién cervical, inmediatamente seguida por la
diseccion de los tejidos de interés en PBS 1X (buffer fosfato salino) previamente enfriado a 4°C.
Para ello, se extrae el cerebro y se diseca la region de interés (corteza visual primaria), que es
congelada inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenada a -80°C hasta su posterior
utilizacion. Los experimentos en animales se realizan en concordancia con la reglamentacion
vigente en Uruguay (Ley Nacional N°18.611) y los estdndares de la Comision de Etica en el Uso de
Animales del Institut Pasteur de Montevideo.

4.2 .Electroforesis 2D
4.2.). Preparacion de las muestras para 2D

4.211. Extraccion proteica:

Se transfiere el tejido a 150pl de Lisis Buffer (Urea 7M, Tiourea 2M, 4% w/v
CHAPS, DTT 56mM, cocktail inhibidor de proteasas 1x), homogenizando
mecanicamente y por sonicacion. Las muestras son incubadas durante t1hr a
temperatura ambiente para facilitar la solubilizacion. A continuacion, se realizan dos
centrifugaciones consecutivas de 20 minutos cada una a 13000g y 4°C, recuperando
el sobrenadante para eliminar los restos celulares que quedan retenidos en el
pellet.
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4.212. Precipitacionde las proteinas:

Se separan las muestras equitativamente en 4 tubos de 1.5ml,
manteniéndolas en hielo en todo momento. Las soluciones a utilizar son
previamente enfriadas a -20°C. Se agregan 300ul de solucion de precipitacion (TAD:
20% &cido tricloroacético v/v en Acetona, 0.07% DTT 4.5mM) a cada tubo mezclando
con vortex y se incuban en hielo durante 15 minutos. Luego se agregan 300pul de
solucion de co-precipitacion (AD: 0.07% DTT en Acetona) mezclando nuevamente
con vortex. Se realizan dos centrifugaciones consecutivas (13000g, 4°C), la primera
de 10 minutos, descartando el sobrenadante y la segunda de 2 minutos para
eliminar el sobrenadante remanente. Se resuspende el pellet en 40pl de AD,
incubando en hielo durante 5 minutos para inmediatamente a continuacion
centrifugar durante 10 minutos, eliminando el sobrenadante. Se lava el pellet con
25pl de agua mQ, utilizando vortex hasta que el mismo se despegue de las paredes
del tubo. Luego se agrega 1ml de AD, mezclando con vortex hasta dispersar el
sedimento y se incuba a -20°C por al menos 30 minutos. Finalmente se realiza una
ultima centrifugacién de 10 minutos, descartando el sobrenadante vy
resuspendiendo el pellet en 15ul de lisis buffer (sin inhibidor de proteasas)
mezclando meticulosamente. Las muestras se mantienen a temperatura ambiente
de 5 a 6 horas u overnight a 4°C para facilitar la solubilizacién. Una vez que el pellet
se disuelve por completo se unen las 4 alicuotas y se conservan las muestras a -
20°C.

4.21.3. Cuantificacion proteica:

La cuantificacion de las proteinas se realiza mediante el método de Bradford
en placa de 96 pocillos, midiendo la absorbancia a A=595-600 nm (Olson and
Markwell, 2001). La concentraciéon proteica de las muestras es estimada a través de
la extrapolacion de una curva de calibracion utilizando sero-albumina bovina.

4.2.2. Rehidratacion y enfoque isoeléctrico

El isoelectroenfoque (IEF) se realiza en el aparato Ettan IPGphor Il System
(Amersham), aplicando 60 pg de muestra en strips de 7cm de gradiente no lineal de pH 3-
10. Para ello se prepara el volumen correspondiente a 60ug de muestra en un volumen
final de 125pl de buffer de rehidratacion (Urea 7M, Tiourea 2M, 2% w/v CHAPS, 0.002%
Bromophenol Blue, DTT 18mM, 0.5% Anfolitos) y se aplica homogéneamente en un
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barquito de ceramica especialmente disefiado. El strip se coloca en el barquito de forma
que el gel quede hacia abajo y toda su superficie en contacto con la muestra, cuidando
que ambos extremos del strip contacten con los electrodos. Se sella el strip utilizando
aceite mineral para llenar el barquito antes de colocar la tapa del mismo, teniendo
cuidado de que no se formen burbujas. Antes del enfoque isoeléctrico, los strips se
rehidratan pasivamente durante 16-18 horas a 20°C. El enfoque se inicia a 150V durante
una hora, luego se mantiene a 300V por 30 minutos, seguido de un aumento gradual de
voltaje primero a 1000V en una hora y luego a 5000V en 80 minutos para finalmente
mantener el voltaje constante hasta alcanzar un total de ~9000Vhr.

Tabla 1: Protocolo IEF #2. Sobre cada paso se indica el valor de voltaje en voltios, la duracién y de qué tipo de paso se
trata. Rehidratacion: se refiere al primer paso del enfoque isoeléctrico donde no se aplica voltaje para que las proteinas
se rehidraten pasivamente. Sostenido: cuando el voltaje varia en un solo paso hasta el valor marcado y se mantiene
constante durante toda la duraciéon del mismo. Gradual: cuando el voltaje va variando paulatinamente a lo largo del
tiempo hasta alcanzar el valor marcado.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso4 Paso5 Paso 6
Voltaje (V) - 150 300 1000 5000 300
Duracion 16-18hrs 1h 30min 1h 80min  Hasta ~9000Vhr
Tipo Rehidratacion Sostenido Sostenido Gradual Gradual Sostenido

4.2.3. 2da Dimension SDS-PAGE

En primera instancia se prepara el gel de poliacrilamida para la segunda dimension
(al 12%, Tmm de espesor). Para el moldeado del gel, durante la puesta a punto de la
metodologia, en las primeras etapas de prueba se utilizaba un peine 2D, pero en etapas
posteriores se emplea isopropanol en su lugar, donde inmediatamente después de verter
la solucién de acrilamida en el molde, se recubre la superficie superior con isopropanol, a
modo de sello. Una vez solidificado el gel y cuando sea el momento de usarlo, se descarta
la solucién de recubrimiento y se enjuaga el remanente con agua mQ. Luego se equilibra
el strip en dos etapas consecutivas de 15 minutos cada una sumergiendo el strip en buffer
de equilibracién (Tris pH 8.8 50mM, Urea 6M, 30% (v/v) glicerol, 2% w/v SDS, 0.002%
Bromophenol Blue). En la primera etapa se utiliza una solucién de buffer de equilibracion
con DTT (1%, w/v) y en la segunda una solucion de buffer de equilibracion con
iodoacetamida (2.5%, w/v). Mientras transcurre la equilibracion, se carga el estandar de
peso molecular (PM) con una cantidad igual de agarosa en un eppendorfy luego se coloca
sobre un pequefo trozo de papel filtro (2-5mm) y se deja secar. Una vez finalizada la
equilibracién, se coloca el papelito con el PM en un extremo del gel de poliacrilamida y
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luego el strip horizontalmente de forma que quede bien alineado y sin burbujas. Se
agregan 400p| de solucion sellante de agarosa (0.5% Agarosa, SDS running buffer 1x,
0,002% Bromophenol Blue) para mantener el strip en posicién y visualizar el frente de
corrida. Al cabo de unos minutos para dejar polimerizar la agarosa, se coloca el gel en la
cuba de electroforesis con el SDS running buffer 1x (Tris 0.025M, Glicina 0.192M, 0.1%
SDS), donde se corre durante 15 minutos a 10mA/gel y luego se pasa a 20mA/gel durante
90 minutos aproximadamente, hasta que se observe que el frente de corrida sale
completamente del gel, momento en el cual finalizar la corrida.

4.2.4. Tincion y Visualizacion

Se desmonta el gel y se fija en una solucion de 10% acido acético, 40% etanol en
agua durante al menos 30 minutos. Luego se transfiere a una solucién de coloracién de
Coomassie coloidal (8% sulfato de amonio, 0.8% acido fosférico, 0.08% Coomassie Blue G-
250, 20% etanol) y se mantiene en agitacion overnight o mas tiempo. Finalmente, el gel se
enjuaga con agua mQ para eliminar la coloracién residual y se escanea utilizando el
scanner UMAX PowelLook 2100XL en conjunto con el programa LabScan 5.0.

4.3. Western Blot

Durante la pasantia, en una fase previa a la eleccion de la tematica de la Tesis, se realizaron
varios experimentos de Western Blot con varios anticuerpos, con el fin de familiarizarse también
con otras técnicas ampliamente utilizadas en biologia molecular como es el caso del Western Blot.
Este es un tipo de método que permite detectar proteinas especificas mediante la reactividad de
anticuerpos especificos y para ello las proteinas separadas deben estar libres de matriz de
electroforesis. Es por esto que se utiliza la transferencia, la cual permite que las moléculas
separadas en un gel eluyan a través de la cara ancha del mismo sobre un filtro de membrana que
retiene las moléculas a medida que emergen. Las proteinas permanecen predominantemente en
la superficie de la membrana, donde son accesibles para su deteccion. Sin embargo, como en el
marco del proyecto de tesis simplemente se aplicé esta técnica de forma complementaria, se
realizd la transferencia a la membrana sin el posterior tratamiento con anticuerpos, ya que el
interés del estudio era el proteoma completo y no una proteina especifica, motivo por el que no
sera detallado el protocolo de uso de anticuerpos y revelado.

4.3.1. Preparacionde geles

Se prepara la solucion de “running gel” de poliacrilamida al 15% (15% Acrilamida,
Tris pH 8.8 0.375 M, 0.10% SDS, 0.05% TEMED, 0.05% APS) y se vierte en el molde de Tmm
de espesor hasta que llegar a 2cm antes del borde e inmediatamente se recubre la
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superficie superior con isopropanol, a modo de sello. Luego de dejar polimerizar el gel por
aproximadamente 40 minutos, se retira el isopropanol, lavando con agua mQ para que no
quede ningun remanente y se rellena el resto del molde con “stacking gel” (4% Acrilamida,
Tris pH 6.8 0.125 M, 0.10% SDS, 0.05% TEMED, 0.050% APS), colocando a continuacién el
peine para la formacién de pocillos de forma cuidadosa. Se espera nuevamente a que el
gel polimerice durante unos 30 minutos aproximadamente en caso de usarse en ese
mismo momento, o se guarda a 4°C en caso de usarse al dia siguiente, procurando poner
agua en los pocillos del aparato de montaje de los geles y envolverlo en una bolsa para
mantener la humedad.

4.3.2. Corrida electroforética

Se arma el cassette para la corrida electroforética y se rellena con Running Buffer
(Tris 0.025 M, Glicina 0.192 M, 0.10% SDS) hasta cubrir por completo el gel. Se remueve el
peine y se limpian los pocillos pipeteando el liquido varias veces para remover cualquier
particula no deseada. A continuacion, se coloca el cassette en la cubeta y se vierte la
cantidad necesaria de Running Buffer segin el nimero de geles que sean. Se coloca la tapa
de la cubeta cuidando de que los electrodos queden bien colocados y se realiza una pre-
corrida a 80V durante 15 minutos. Luego se cargan las muestras de interés, en este caso
especifico, se cargan 50 ug de extracto proteico de corteza visual preparado de la forma
detallada en la seccion 3.2.1, y en diferente pocillo se cargan 2 uL de marcador de peso
molecular, cargando también Loading Buffer 1x (2% SDS, Tris pH 6.8 0.0625 M, 10%
Glicerol, 5% b-mercaptoetanol, 0.0025% Blue Bromophenol) en todos los pocillos que
queden libres. Inmediatamente a continuacién se inicia una segunda pre-corrida a 120V
durante 15 minutos. Por Ultimo, se aumenta el voltaje a 160V y se corre durante
aproximadamente 1 hora o hasta que el frente de migracién, visualizable por el colorante
dentro de Loading Buffer, salga por completo del gel.

Aqui se decide qué gel o qué porcion de gel sera transferida a membrana y cual
sera utilizada para tincion directa con Azul de Coomassie, colorante que se une
inespecificamente a practicamente todas las proteinas. En caso de esto ultimo, si
corresponde se corta la porcidn elegida del gel cuidadosamente y se coloca en un
contenedor con colorante Azul de Coomassie (0.10% Coomassie Blue G-250, 30% Etanol,
10% Acido Acético) durante unas horas u overnight. Luego se traslada el gel a un
contenedor con Coomassie Destaining Solution (30% Etanol, 10% Acido Acético) y una vez
decolorado lo suficiente, se coloca sobre una superficie plana con fondo blanco y se
fotografia.
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4.3.3. Transferenciaa membrana

Se corta un trozo de membrana de nitrocelulosa del tamafio del gel que se desea
transferir y se pone a equilibrar a 4°C por 15 minutos, al igual que el buffer de
transferencia (Tris 0.025 M, Glicina 0.192 M, 20% Etanol) y todos los otros elementos
necesarios para el armado del sandwich de transferencia sumergidos en buffer. Una vez
equilibrados los elementos necesarios, se arma el sandwich de transferencia (En el orden:
Cassette de plastico, esponja, papel de filtro, gel, membrana, papel de filtro, esponja,
cassette transparente) y se monta la cubeta de transferencia, se pone dentro gel
refrigerante, se rellena con buffer de transferencia fresco hasta donde indica la cubeta y se
coloca sobre un agitador magnético. Se realiza una corrida de 2 horas a 100V, cambiando
el gel refrigerante en el medio.

Una vez se termina la transferencia, se desarma la cubeta y pone el gel en
Coomassie unas horas u overnight. La membrana se colora con Rojo de Ponceau (0.20%
Rojo Ponceau S, 5% Acido Acético Glacial) por unos minutos y luego se realizan dos lavados
con agua mQ (o hasta que el fondo recupere el color blanco). Una vez colorada, se coloca
sobre una superficie plana, se recortan los bodes sobrantes y se fotografia.

4.4, Experimentos de proteomica diferencial

En los experimentos de protedmica de geles bidimensionales se utilizan muestras de

corteza visual de ratones adultos controles (P47, n=3: AD1, AD2, AD3) y de ratones jovenes al pico

del periodo critico de plasticidad (P28, n=3: PC1, PC2, PC3). Los experimentos se realizan en

parejas (una muestra AD vs una muestra PC), en tres ocasiones diferentes.

4.3. Procesamientos de imagenes y obtencion de datos

Las imagenes de los geles obtenidas con el scanner (en formato tiff) se analizan usando el

software Melanie 6.0 (Genebio Amersham Biosciences). Los spots proteicos se detectan y editan

automaticamente para mejorar la precision. La coincidencia entre spots en geles distintos se

obtiene de modo automatico y luego se verifica manualmente. Para evaluar las diferencias del
nivel de proteina entre geles se utiliza el parametro de volumen relativo (%Vol).

4.5.1. Deteccion de los spots

Para la deteccion automatica de los spots proteicos el programa utiliza tres
parametros basicos que son ajustados por el usuario segun corresponda para optimizar la
deteccion de los spots. El primer parametro que debe ajustarse es “Smooth”, el cual fija la
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cantidad de veces que el programa suavizara la imagen antes de detectar los spots,
optimizando la deteccion de spots reales y la separacion de spots que se superponen, a
través de un algoritmo. El segundo paramento es “Saliency”, el cual se basa en la curvatura
del spot e indica cuanto sobresale éste del entorno. Por ultimo, “Min Area” permite
eliminar artefactos menores al area minima fijada, como particulas de polvo y
aberraciones de los geles. Los valores de estos parametros pueden variar
considerablemente en diferentes geles, particularmente “Smooth”, el cual es altamente
dependiente de la resolucion de imagen, por lo que es necesario establecer los valores de
forma tal, que estos mejoren lo mas posible la deteccién, en todos los geles del
experimento. En este caso los valores utilizados fueron los siguientes: Smooth=2,
Saliency=0.5, Min Area= 20.

Una vez detectados los spots automaticamente, se realiza una inspeccion visual
para eliminar cualquier punto que no se correspondiera con un spot, como particulas de
polvo, burbujas o irregularidades en el gel. A su vez se editan manualmente, modificando
la forma de los spots en el caso de que la misma sea demasiado irregular y no sea
representativa del limite real del spot observado en el gel, agregando también spots
nuevos en los casos necesarios, cuando el programa no los detecta exitosamente por si
solo.

4.5.2. Comparacion de geles

A continuacion, se asignan manualmente 3 puntos de referencia por gel,
denominados “landmarks”. Esto basicamente consiste en encontrar spots claramente
identificables a simple vista en todos los geles del grupo de estudio, y asignarles la misma
etiqueta para que el programa establezca una correspondencia entre esos spots y lo
utilice como herramienta de guia durante la fase de “matching” (comparacion de spots
entre geles), para lograr parear de forma mas eficaz todos los spots restantes. En esta
fase, se crea un “match set” donde se elige el gel con el mayor nimero de spots como gel
de referencia (“master gel”) para la comparacién. Todos los geles son comparados al gel
de referencia y de esta forma se obtiene, para cada “matched spot” (spot pareado) un
numero de identificacién (ID) que es el mismo en todos los geles en los que aparece el
spot. Luego de la comparacion automatica, nuevamente se procede a la inspeccion visual
y al andlisis de los perfiles tridimensionales para eliminar y corregir los spots mal
pareados, adicionando otros manualmente en los casos necesarios.
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4.5.3. Obtencion de datos

Para obtener informacion relevante sobre cada spot pareado satisfactoriamente en
la etapa anterior, las imagenes de los geles se transfieren a lo que el programa denomina
como “clases”, lo que permite obtener un reporte intra-clase con los valores
correspondientes a los spots pareados. Si bien el programa tiene herramientas para el
analisis de los datos, en este caso, los datos del reporte final se copian a una hoja de
calculo de Excel, para su posterior analisis estadistico.

Al realizar el analisis intra clase se seleccionan las variables a estudiar y en este caso
se elige el volumen. El volumen del spot es una medida de densidad Optica integrada, que
el programa calcula como el volumen por encima del contorno del spot, que va desde el
pico del mismo hasta el 75% de su altura. Para la correcta comparacion de los spots entre
geles, es necesaria la normalizacion de los spots, la cual es un tipo de calibracién interna
que hace que los datos sean independientes de las variaciones experimentales entre
geles, causadas por condiciones como diferencias en la carga de proteinas, la tincion o el
escaneo. Para ello se le pide al programa que, en lugar de mostrar solo los datos crudos
de volumen de cada spot en el reporte intra-clase, realice el calculo del Volumen relativo
(%Vol) para cuantificar y comparar los spots de cada gel. Por definicion el %Vol es el
volumen del spot sobre la sumatoria de todos los volumenes de los spots contenidos en el
gel, multiplicado 100.

El elegir esta variable para el estudio de los datos, introduce una dificultad en la fase
anterior ya que por la forma en la que se calcula el %Vol, este es directamente
dependiente del numero total de spots en el gel. Esto hace que, para poder comparar
correctamente estos valores en geles distintos, sea necesario que el numero de spots y de
“matches” sea exactamente el mismo en todos los geles. Lograr esto es un trabajo manual
que puede ser bastante engorroso, de seleccion y edicion de spots uno por uno. La
estrategia utilizada en esta etapa es una de ida y vuelta entre el reporte intra-clase y el
match set. Mediante el reporte se puede visualizar cuantos spots han sido pareados, si
hay spots que no fueron exitosamente pareados en todos los geles, y en ese caso se
puede identificar en cuales geles no se logré encontrar determinado spot. Esto permite
volver al match set y realizar los cambios pertinentes en todos los geles que asi lo
requieran (menos en el master gel el cual no puede ser editado), hasta llegar al objetivo de
gue no existan spots sin parear y que cada spot pareado sea encontrado en todos los
geles estudiados. Una vez completado esto se crea una nueva clase con el nuevo match
set modificado, y se solicita un nuevo reporte intra-clase que deberia cumplir con la
condicion de que la sumatoria de todos los %Vol de cada gel sea igual a 100.
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4.6.Andlisis Estadistico

Con el fin de identificar los spots de proteinas que presentan diferencias entre muestras de
AD y de PC, primero se agrupan los datos %Vol por pareja y se normalizan mediante el cociente
PC/AD para cada pareja, obteniendo un unico valor por pareja para cada spot pareado. Luego se
seleccionan aquellos spots que muestren la misma tendencia, ya sea de aumento (PC/AD > 1,15) o
de disminucion (PC/AD < 0,85), en las 3 parejas experimentales, porque al tratarse de un n bajo, es
correcto asumir que, de verse la misma tendencia en 2 de las 3 parejas, la probabilidad de que
ese spot sea estadisticamente aceptable, es practicamente nula. Se considera que, si la relacion
PC/AD se encontraba en valores mayores a 0,85 y menores a 1,15, los valores entre ambas
condiciones son practicamente iguales y no muestran expresion diferencial.

Con los spots seleccionados como potencialmente relevantes, se realiza el test estadistico
U de Mann Whitney con los datos de %Vol de cada spot (no con el cociente PC/AD), utilizando el
programa Past 2.14 free analysis system (Hammer, 2001), organizando los datos en una tabla por
spot, donde cada columna es una condicion (AD o PC) y cada fila es un experimento diferente. Es
asi que para cada spot especifico, se comparan los tres valores (n experimental) de %Vol
provenientes del adulto, con los tres valores provenientes del periodo critico y se estudia si estos
datos son realmente diferentes entre si. En este caso debido al bajo numero de experimentos, se
consideran estadisticamente significativos aquellos spots cuyo p valor sea igual o menor a 0,08.

Una vez identificados los spots que muestran una expresion diferencial de forma
estadisticamente aceptable, se verifican uno por uno en un gel utilizando su niumero de ID como
referencia, para confirmar nuevamente que se trata de spots bien identificados y que no existan
errores en la forma del spot ni en el pareo de los mismos, que estén alterando los datos.

En el caso de algunos spots que fueron seleccionados, el pl y el peso molecular se
estimaron manualmente utilizando una grilla de referencia sobre los geles.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Puesta a punto de la metodologia
5.1.1. Preparacion de lamuestray evaluacion de la calidad de la misma

El primer objetivo de este trabajo era familiarizarse con técnicas de preparacion de
muestras y extraccion de proteinas, ya que este es un paso fundamental para los experimentos
de electroforesis bidimensional, los cuales requieren de muestras de buena calidad, con
cantidades minimas de impurezas para obtener buenos resultados. Para ello se utilizé un
protocolo de extraccion seguida de precipitacion proteica, previamente probado en este
Laboratorio que ya ha demostrado funcionar correctamente (Ruiz-Perera et al., 2015).

Como es el caso con la mayoria de los experimentos de este tipo, el primer paso antes de
comenzar fue el de preparacion de todas las soluciones necesarias, de particular interés entre
ellas, el buffer de lisis. Elementalmente, para analizar completamente todas las proteinas
intracelulares como se requiere en este tipo de estudio, las células deben romperse de manera
efectiva. Durante este proceso las células pueden liberar y/o activar proteasas, enzimas que
destruyen proteinas mediante la ruptura de sus enlaces peptidicos, lo cual despierta la necesidad
de proteger a las muestras de la protedlisis para preservar su integridad. Es aqui que el buffer de
lisis juega un rol fundamental en asegurar que las muestras sean aptas para el analisis mediante
electroforesis en dos dimensiones, evitando la degradacion proteica por proteasas. Con ese
objetivo es que se realizd la lisis de las muestras directamente en una solucidon que contiene
reactivos altamente desnaturalizantes, como la Urea y la Tiourea (ver Materiales y Métodos). A su
vez las proteasas son menos activas a temperaturas bajas por lo que todo este procedimiento se
lleva a cabo utilizando hielo. En adicién a esto, se agregd un cocktail inhibidor de proteasas al
buffer de lisis, ya que incluso bajo las condiciones anteriormente descriptas algunas proteasas
pueden mantener su actividad proteolitica. Se trata de un cocktail porque cada tipo individual de
inhibidor es capaz de actuar especificamente sobre una clase de proteasas por lo que se utiliza
una combinacién de varios para mejores resultados (2-D Electrophoresis, Principles and Methods,
Amersham).

Otro factor que se debe cuidar a la hora de la preparacién de las muestras para
electroforesis 2D es el de las impurezas. En los lisados de células enteras, las proteinas estan
presentes en un amplio rango de concentraciones, ocasionando que las proteinas mas
abundantes puedan dificultar la deteccion de proteinas de interés menos abundantes. Un analisis
de proteoma efectivo requiere de la separacion de proteinas abundantes y el enriquecimiento de
proteinas de baja abundancia para llevar a estas ultimas a un rango detectable. Es con este
objetivo que se puede realizar la precipitacion proteica, que sin bien no es un paso obligatorio,
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permite una resolucion mejorada de los geles, simplifica el andlisis y la interpretacion y aumenta
las posibilidades de descubrir proteinas nuevas de interés. En este caso las proteinas se
precipitaron con una combinacién comUnmente utilizada de acido tricloroacético y acetona,
mientras que las sustancias que interfieren, como los acidos nucleicos, sales, lipidos o
detergentes, permanecen en solucion. Luego de esto el precipitado se resuspende y se obtiene
una solucion enriquecida en proteinas mas limpia (2-D Electrophoresis, Principles and Methods,
Amersham).

Antes de comenzar los experimentos 2D, fue necesario verificar la integridad de la muestra
por dos razones. La primera y principal, era comprobar que el buffer de lisis funcionaba
correctamente teniendo en cuenta todas las complicaciones que pueden surgir no solo a la hora
de preparar las soluciones sino también durante la extraccidén con todas las posibles variantes de
errores que implica la manipulacion experimental. La segunda tenia que ver con el tiempo de
conservacion del tejido del que se extrajeron las proteinas, ya que para las primeras pruebas de
puesta a punto de la metodologia, se decidi6 utilizar una muestra de tejido de corteza visual de
raton dentro del periodo critico de plasticidad (P31), que fue conservada a -80°C desde agosto de
2014 hasta el momento de la extraccion proteica en marzo de 2018. La decisién de utilizar este
tejido, surgié ante la gran cantidad de muestras conservadas de las que dispone el Laboratorio. Al
contar con esta variada seleccion de muestras, era muy interesante estudiar la posibilidad de
aprovecharlas durante el desarrollo de este Proyecto, por tratarse de muestras representativas de
varias condiciones distintas de plasticidad, incluyendo muestras de corteza visual de ratén
durante el periodo critico, como también de ratones con plasticidad inducida farmacologicamente
0 por exposicidn a ambiente enriquecido en la adultez. Si bien el largo tiempo de conservacion no
necesariamente implica que una muestra se encuentra en mal estado, es algo a tener en cuenta a
la hora de lanzar un experimento que depende directamente de la integridad de las proteinas de
la muestra y por supuesto también a la hora de analizar los resultados.

Una posible forma de verificar la integridad de una muestra es mediante electroforesis
unidimensional en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), donde la posicion de una proteina a
lo largo del carril de separacién proporciona una buena aproximacion de su tamafio y, después de
la tincion, la intensidad de la banda es un indicador aproximado de la cantidad de proteina
presente en la muestra (Protein Electrophoresis, Technical Manual, Amersham). Es asi que este es
un método ideal para verificar la calidad de un extracto proteico, ya que en presencia de una
muestra degradada se observara una mancha a lo largo del carril, como consecuencia de la
presencia de muchos fragmentos de distintos tamafios producto de la protedlisis, y no un patron
de bandas definidas como es el caso en presencia de proteinas enteras.

Para esto, se realizé la extraccion proteica y la precipitacion de la muestra de corteza visual
de prueba como mencionado antes, y se cargaron 50 ug del extracto proteico en 4 pocillos de un
gel de poliacrilamida al 15%. Luego de la electroforesis, se cortd el gel en dos partes: una se tifid
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con Azul de Coomassie y la otra se utiliz6 para transferir las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa y luego colorearla con Rojo Ponceau. Como se puede observar en la Fig. 5A, el
patron de bandas proteicas a lo largo del gel es bien definido, lo que nos habla de una muestra no
degradada. Luego de la transferencia a la membrana de nitrocelulosa y coloracion con Rojo
Ponceau, nuevamente se logra apreciar el mismo patrén de bandas definidas que veiamos en el
gel antes de transferirlo, lo cual confirma el correcto funcionamiento del buffer de lisis, que la
muestra se encuentra en buen estado y por supuesto una correcta transferencia de las proteinas
del gel a la membrana (Fig. 5B). Como es de esperarse, al colorar el gel con Azul de Coomassie
luego de la transferencia, notamos una clara disminucién en la intensidad de las bandas, donde
se aprecia una transferencia completa en los lugares donde desde un principio habia menor
concentraciéon proteica (menor intensidad de bandas) y una transferencia incompleta con bandas
aun marcadas incluso luego de la transferencia en aquellos lugares donde la concentracion era
mayor (bandas mas intensas) (Fig. 5C).
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Figura 5: Electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida al 15% con SDS de un extracto proteico de corteza
visual de ratén PC, con posterior transferencia a membrana. A) Fotografia del gel luego de la tincién con Azul de
Coomassie, donde se observan bandas bien definidas. B) Mismo experimento, transferido a membrana tefiida con
Ponceau, donde se visualiza el mismo patrén de bandas. C) Fotografia del gel luego de la transferencia a la membranay
coloracién con Azul de Coomassie, donde se observa el remanente de proteinas.
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En cuanto al factor de las impurezas de la muestra, no es posible determinar con seguridad
de forma previa al experimento de electroforesis 2D-PAGE, el correcto funcionamiento del
protocolo de precipitacién proteica y la efectividad del mismo en eliminar las impurezas de la
muestra. Debido a que las mejoras esperadas al precipitar las proteinas son a nivel de la
resolucion de los spots en el gel 2D, este punto debié ser evaluado una vez obtenidos los
primeros geles bidimensionales.

24



5.1.2. Electroforesis bidimensional

Una vez establecida la integridad de la muestra se procedid a la electroforesis
bidimensional mediante un protocolo previamente utilizado en este mismo laboratorio (Ver
Materiales y Métodos, Ruiz-Perera et al., 2015). Pero debido a que esta metodologia es altamente
sensible a muchos factores diferentes, era de esperarse que fuera necesario poner a punto los
protocolos para lograr obtener los mejores resultados posibles. Ya que no solo la utilizacion de
muestras con impurezas puede afectar los resultados de estos experimentos, se debe tener
mayor cuidado durante todo el proceso, porque tanto errores de manipulacién, que van desde la
incorrecta colocacion del strip, hasta una preparacion inadecuada del gel de la segunda
dimensién, como incluso la utilizacion de reactivos levemente contaminados o de baja calidad
para la preparacion de las soluciones, pueden tener un efecto significativo en los resultados de
esta clase de experimento. Afortunadamente existe un manual en el que se muestran imagenes
de varios geles bidimensionales con problemas bien marcados, el cual se convirti6 en la
herramienta principal durante esta etapa, pues brinda no solo la razén de ser de cada uno de
esos problemas, sino también los posibles abordajes para solucionarlos (2-D Electrophoresis,
Principles and Methods, Amersham).

Para la primera prueba, se realizd6 un gel bidimensional utilizando el mismo extracto
proteico previamente estudiado y se cargaron 60ug de muestra para su enfoque isoeléctrico
utilizando el protocolo IEF #1 (Tabla 2) y posterior corrida vertical en gel de poliacrilamida al 12%.
Al finalizar el gel fue colorado con Coomassie coloidal y escaneado para su visualizacion.

Tabla 2: Protocolo IEF #1. Sobre cada paso se indica el valor de voltaje en voltios, la duracién y de qué tipo de paso se
trata. Rehidratacion: se refiere al primer paso del enfoque isoeléctrico donde no se aplica voltaje para que las proteinas
se rehidraten pasivamente. Sostenido: cuando el voltaje varia en un solo paso hasta el valor marcado y se mantiene
constante durante toda la duraciéon del mismo. Gradual: cuando el voltaje va variando paulatinamente a lo largo del
tiempo hasta alcanzar el valor marcado.

Paso 1 Paso 2 Paso3 Paso4 Paso 5
Voltaje (V) - 300 1000 5000 300
Duracién 16-18hrs 30min 1h 80min  Hasta ~9000Vhr
Tipo Rehidratacion Sostenido Gradual Gradual Sostenido

Al observar el resultado de la electroforesis 2D-PAGE utilizando el protocolo inicial
notamos que el patron del gel muestra varias irregularidades. En primer lugar, si bien se
distinguen algunos spots, estos no estan bien definidos y se encuentran explayados en un patrén
de lineas horizontales (Fig. 6 Rectangulo). Por otro lado, hay regiones del gel donde parece haber
un problema a nivel de la corrida vertical que perturba el patrén causando un efecto de distorsion
ondulada (Fig. 6 Elipse). Sin embargo, como factor positivo, no parecieran haber remanentes de
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impurezas en la muestra que estén afectando los resultados, ya que no se observa un fondo
saturado como se esperaria en presencia de impurezas, por lo queda establecido que el protocolo
de precipitacién proteica funciona correctamente.
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Figura 6: Gel bidimensional al 12% de corteza visual de ratén PC, tefiido con Coomassie coloidal. Se cargaron 60 pg de
proteinas y se utilizé el protocolo isoeléctrico #1 con el aparato Ettan IPGphor Il System (Amersham). Rectangulo
(Azul): Zona de bajo enfoque isoeléctrico, con spots explayados en lineas horizontales. Elipse (Rojo): Distorsién vertical.
PM: peso molecular en kilo Daltons (kDa), pl: punto isoeléctrico.

Recurriendo al manual de electroforesis 2D encontramos que el fendbmeno de spots
desenfocados como el que observamos en este caso es conocido como “horizontal streaking” y
puede ocurrir con varias razones. Entre ellas se encuentran: la muestra es poco soluble en la
solucion de rehidratacion; presencia de impurezas no proteicas que estén interfiriendo con IEF;
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presencia de detergente i6nico en la muestra a una concentracion mayor al 0.25%; pero la
principal razén es un enfoque insuficiente o “underfocusing”, el cual ocurre cuando el tiempo de
enfoque no fue suficiente para lograr un enfoque de estado estable y permitir que las proteinas
se separen completamente a nivel horizontal. Respecto a la distorsion se encontré que esta puede
deberse a una polimerizacidén desigual, incompleta o demasiado rapida del gel; fugas durante el
armado del mismo o a que la superficie superior del gel de segunda dimensién no es lisa.

Luego de revisar la bibliografia se decidié que esta ultima era la raz6n mas probable del
problema, asi como también la mas simple de comprobar por lo que se modificé el protocolo de
enfoque isoeléctrico utilizado inicialmente (protocolo IEF #1), agregando al principio del protocolo
un paso extra de 2hrs a 150V (Tabla 1: Protocolo IEF #2), para intentar mejorar la separacion de
las proteinas durante la corrida horizontal.

Para determinar si el “underfocusing” era la fuente del problema se repitié el mismo
experimento anterior, utilizando la misma muestra y unicamente modificando el protocolo IEF
como anteriormente se describio. También se procuro tener especial cuidado durante el moldeo
del gel de poliacrilamida para asegurar una polimerizacién pareja y evitando las burbujas entre el
stripy el gel.

Es asi que se realizd a una segunda prueba cargando nuevamente 60ug de proteina que
fueron separadas segun su punto isoeléctrico utilizando el protocolo IEF #2 para finalmente
producir un nuevo gel bidimensional al 12% que mostrara los efectos de los cambios en el
protocolo. Luego de la tincidn con Coomassie coloidal se observa que las modificaciones
aportadas durante el enfoque isoeléctrico ayudaron a una mejor separaciéon de los spots,
principalmente sobre la parte derecha del gel donde se encuentran las proteinas de punto
isoeléctrico alrededor de 7 (Fig. 7). Sin embargo, persisten tanto los problemas de distorsién
(incluso el area afectada por este fendmeno parece ser aln mayor que en la prueba anterior) (Fig.
7 Elipse), como las lineas verticales que se veian en menor medida en el experimento anterior
(Fig. 7 Rectangulo), que también alteran el patron.
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Figura 7: Gel bidimensional al 12% de corteza visual de ratén PC conservada a -80°C desde 2014, teflido con
Coomassie coloidal. Se cargaron 60 pg de proteinas y se utilizé el protocolo isoeléctrico #2 con el aparato Ettan IPGphor
[l System (Amersham). Rectangulo (Azul): Se muestra una zona de bajo enfoque isoeléctrico donde se observan
también un conjunto de lineas verticales que alteran el patrén. Elipse (Rojo): Distorsién vertical. PM: peso molecular en
kilo Daltons (kDa), pl: punto isoeléctrico.

En este punto se decide mantener el protocolo IEF modificado ya que, a pesar de la
persistencia de ciertos problemas, la mejoria en la definicion de los spots, si bien es leve, es lo
suficientemente notoria como para abandonar el protocolo IEF anterior mientras se prueban
otras posibles aproximaciones para mejorar la calidad de los resultados.

Como fue mencionado anteriormente, hasta el momento se utilizé una muestra de corteza
visual dentro del periodo critico, extraida con antelacion en el marco de otros proyectos del
Laboratorio y conservada a -80°C desde entonces. Para evaluar si el tiempo de conservacién era
un factor que estaba afectando negativamente la calidad de los experimentos, a partir de aqui se
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comenzaron a utilizar muestras frescas, de animales sacrificados especificamente para este
proposito tan solo unas semanas antes del experimento. Se considera que esto puede llegar a
contribuir a la mejoria de los resultados experimentales porque la congelacion de las muestras
puede desnaturalizar proteinas y cambiar las concentraciones de los distintos solutos debido a la
cristalizacién del agua, la cristalizacidon de los solutos que actian como buffer y los cambios de pH
resultantes (Cao, 2003). El almacenamiento durante un tiempo prolongado puede comprometer
la integridad estructural de las muestras (Bortolin, 2017), por lo que en general, la mejor opcién
siempre es utilizar muestras frescas.

Por otra parte, como se indic6 al inicio de esta seccion, todos los protocolos empleados
aqui, ya habian sido utilizados previamente en este Laboratorio, durante la realizacion de otros
proyectos. Si bien en términos generales, estos protocolos se mantuvieron relativamente intactos,
ademas de las modificaciones que debieron ser aportadas durante la puesta a punto de la
metodologia (como se ha visto hasta al momento especificamente sobre el enfoque isoeléctrico),
también se realizaron cambios minimos durante la revisidn de los protocolos de manera previa a
la realizacion de los experimentos, con el objetivo de que los pasos a seguir fueran mas claros, e
intentado a su vez facilitar al maximo el proceso que ya de por si, es considerablemente delicado.
Una de las implementaciones aportadas a priori, fue la de utilizar un peine 2D durante el
moldeado del gel de la segunda dimension. Es asi, que en el protocolo empleado hasta este
punto, se utilizaba este peine como herramienta, que permite la formacién de dos pocillos en el
gel de la segunda dimension: uno pequefio donde cargar el marcador de peso molecular y uno
grande donde colocar el strip.

En vista a lo observado en los resultados, se creia que el problema de distorsion podia
deberse a algun error durante el moldeado del gel o durante la colocacién del strip, por lo que
para discernir entre estas dos posibilidades se lanzd la primera prueba PC vs AD usando
exactamente el mismo protocolo empleado en los experimentos anteriores, cuidando en extremo
la colocacion del strip, y simultdneamente se hace un tercer gel con la misma muestra AD,
solamente modificando levemente el protocolo de moldeado del gel de la segunda dimension. Si
bien en un principio se consideraba que la implementacién del peine 2D facilitaria el proceso por
implicar menos pasos en comparacion a un protocolo que no lo utiliza, al tratarse de un aporte
novedoso, el correcto funcionamiento del mismo definitivamente debia ser evaluado. Esta nocion
fue reforzada por el hecho de que, al observar con mucha atencién el lugar de contacto entre el
peine y el gel una vez polimerizado, este parecia mostrar ciertas irregularidades. Ante esto, se
decide realizar una prueba sin utilizar el peine 2D, simplemente dejando el espacio para el strip en
el molde de armado del gel de la segunda dimension, recubriendo el borde superior del mismo
con isopropanol, el cual sirve para minimizar la exposicion del gel al oxigeno y crear una superficie
plana. Se realizaron los 3 geles al mismo tiempo para de esa forma poder comparar directamente
las diferencias, sabiendo que la Unica variante era la utilizacion o no del peine 2D.
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Para ello, se realiz6 la extraccion proteica y la precipitaciéon de las muestras de corteza
visual frescas, de raton adulto y de raton joven al pico del periodo critico de plasticidad. A
continuacion, se midié la concentracion proteica de ambas muestras y se cargd el volumen
correspondiente a 60ug de proteina. Se utilizé el protocolo IEF #2 y la muestra AD se realiz6 en
duplicado. Para la segunda dimensidn, se corrié la muestra PCy una de las muestras AD en gel de
poliacrilamida al 12% con peine 2D, y la muestra AD restante se corrid en gel de poliacrilamida al
12% sin peine 2D.

En la pareja se observa que hay una notoria mejoria en cuanto al enfoque de los spots, por
lo que el utilizar muestras frescas es un factor importante a la hora de obtener spots bien
definidos y de mayor intensidad. A pesar de las mejorias, notamos claramente que el problema
del patron ondulado persiste (Fig. 8).
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Figura 8: Geles bidimensionales al 12% de muestras frescas de corteza visual de ratéon AD (izquierda) y PC (derecha),
tefiidos con Coomassie coloidal. Se cargaron 60 pg y se utilizd el protocolo isoeléctrico #2 con el aparato Ettan IPGphor
[l System (Amersham). PM: peso molecular en kilo Daltons (kDa), pl: punto isoeléctrico.

En contraste, el gel realizado el mismo dia y bajo las mismas condiciones, pero sin peine 2D
muestra un patron marcadamente diferente donde finalmente desaparece la distorsion
ondulatoria (Fig. 9). Esto llevd a la conclusion de que la raiz del problema, era que por alguna
razon, el peine no lograba sellar por completo el gel del contacto con el oxigeno, y la entrada de
aire provocaba que la superficie del borde superior del gel de la segunda dimension no fuera del

30



todo lisa. Esto generaba que el contacto entre el strip y el gel fuera desparejo, causando los
problemas antes vistos.
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Figura 9: Gel bidimensional al 12% de muestra fresca de corteza visual de ratén AD, tefiido con Coomassie coloidal. Se
cargaron 60 pg y se utilizd el protocolo isoeléctrico #2 con el aparato Ettan IPGphor Il System (Amersham) y no se
empled peine 2D en el moldeado del gel de la segunda dimensién. PM: peso molecular en kilo Daltons (kDa), pl: punto
isoeléctrico.

En este punto finalmente le damos el visto bueno a los protocolos y proseguimos a la
realizacion del estudio comparativo y obtencion de datos para el analisis.
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5.2.Experimentos de proteomica diferencial

El tercer objetivo de este trabajo era la obtencion de geles 2D-PAGE a partir de muestras
proteicas de corteza visual de ratones durante el periodo critico y de ratones adultos, para su
posterior comparacion. La finalidad de esto era la identificacion de aquellos spots cuyos niveles de
intensidad Optica en la corteza visual del ratén sean modulados entre el periodo critico de
plasticidad y la adultez. Para ello, se planificd llevar adelante una comparaciéon de los geles
obtenidos utilizando el software de analisis de la imagen (Melanie 6.0, GeneBio).

Es asi, que luego de la puesta a punto de la técnica, finalmente comenzaron los
experimentos de obtencion de datos. Para ello, al momento de la redaccién de esta Tesis, se
lograron realizar experimentos sobre tres parejas PC vs AD, obteniendo tres pares de geles
bidimensionales. Para hacer posible la comparacion entre estos geles, en todos los casos, tanto la
muestra AD como la PC de cada pareja se prepararon al mismo tiempo, al igual que el IEF y la
corrida en segunda dimensién, asegurando asi que cualquier cambio observado se debe
unicamente a la diferencia de edad de los individuos estudiados y no a cambios en las
condiciones de trabajo y/o manipulacion.

Para cada pareja, se realiz6 la extraccidon y precipitacion proteica de muestras de corteza
visual AD y PC frescas, y se midié la concentracion proteica de cada una. Cargando 60ug de cada
extracto proteico, se separaron las proteinas segun su punto isoeléctrico mediante el protocolo
IEF #2 e inmediatamente después se realizd6 la segunda dimensién, empleando geles de
poliacrilamida al 12% sin peine 2D. Luego de la coloracion de los geles con Coomassie coloidal y el
posterior escaneo para su correcta visualizacion, se puede observar que se obtuvieron geles bien
definidos, sin distorsiones extrafias en el patrén y que los spots estan bien enfocados,
principalmente en la parte derecha del gel donde se encuentran las proteinas de pl mas alto, de
entre 6y 8. Alrededor de la marca de pl 5y peso molecular entre 70kDa y 55kDa notamos que hay
una zona de alta densidad proteica que no logra formar spots bien definidos y claros,
ocasionando que estos no sean facilmente identificables para su comparacion. A su vez se
observa que la mayor cantidad de proteinas se encuentran en un rango de peso molecular entre
45kDa y 100kDa. En la zona inferior de los geles, donde se encuentran los pesos moleculares mas
bajos, es donde parece haber menor niumero de proteinas (Fig. 10).
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Figura 10: Geles bidimensionales al 12 %, de corteza visual de ratén adulto (izquierda) y periodo critico (derecha), con
una carga de 60 pg de proteina en ambos, tefiidos con Coomassie coloidal. PM: peso molecular en kilo Daltons (kDa), pl:
punto isoeléctrico. Geles representativos de 3 experimentos, realizados con muestras de tres parejas de ratones
distintas.

A su vez, notamos que la distribucion de los spots en ambos geles muestra un patron
altamente similar, indicando que la metodologia fue implementada correctamente y que la
variabilidad introducida por esta es reducida.

A simple viste es dificil observar diferencias claras por lo que se requiere de la ayuda de
herramientas de analisis informatico para distinguirlas. Por lo que, para identificar diferencias en la
coloracion de spots entre las dos condiciones experimentales, se utilizé el programa Melanie 6.0
(GeneBio). Este programa, presenta una herramienta de visualizacion tridimensional (3D) de los
spots, que permite visualizar rapidamente su forma y su intensidad en un modo muy claro e
ilustrativo, haciendo posible verificar mediante una inspeccion visual, si el objeto identificado se
puede considerar un spot o se trata de una mancha.

A modo de ejemplo, en la Fig. 11 se muestra en mayor detalle una region aumentada de
una pareja de geles, donde con la ayuda de la herramienta 3D sobre la region, notamos que hay
una clara diferencia de intensidad en el spot sefialado, que puede ser apreciada en mas detalle en
el panel inferior de la imagen. Particularmente se puede concluir que el objeto estudiado se trata
efectivamente de un spot y que, en este caso, la intensidad del mismo es mayor en el ratdn joven
respecto al ratén adulto.
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Figura 11: Se muestra una regiéon aumentada de una pareja de geles bidimensionales al 12 % de corteza visual de
ratén adulto (izquierda) y periodo critico (derecha), donde se recuadra en rojo un spot (mas adelante referido en la
Tabla 1 con ID 226) que muestra expresién diferencial entre las dos condiciones. En el panel inferior de la imagen se
muestra una imagen tridimensional del mismo, donde se nota claramente mayor intensidad en el gel correspondiente
al ratén joven al pico del periodo critico.
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5.3.Andlisis imagenoldgico de los geles

Para el procesamiento de las 6 imagenes obtenidas de los geles de las 3 parejas PCy AD, se
utilizé6 nuevamente el programa de andlisis informatico Melanie 6.0 (GeneBio). Los detalles del
procesamiento se encuentran bien desarrollados en Materiales y Métodos, pero brevemente, se
comenzé por la deteccion automatica de los spots proteicos, utilizando en todos los geles siempre
los mismos parametros (descritos en Materiales y Métodos) para intentar que la deteccion fuera
relativamente pareja en todos los casos y evitar variabilidad introducida por el experimentador.
En este modo se detectaron inicialmente entre 400 y 700 spots por gel aproximadamente. Esta
gran variabilidad en el numero de spots detectados en cada gel, se debi6 a que, de estos spots,
muchos fueron objetos detectados erroneamente por el programa como spots, pero se trataba
de suciedades o irregularidades que, luego de una inspeccién visual, utilizando nuevamente la
herramienta 3D como apoyo, debieron ser eliminados manualmente.

Luego de una limpieza visual gruesa de spots, se llegd a un numero promedio de 480 spots
por gel (entre 300 y 550 spots por gel), que obviamente representa solo una fraccién de la mas de
10000 proteinas que se expresan en el cerebro de mamiferos. Por otro lado, el nimero de spot
detectado es similar al que se encuentra normalmente mediante esta aproximacion experimental,
tanto en este mismo laboratorio (Ruiz-Perera et al., 2015) como por otros grupos de investigacion
(Van den Bergh et al., 2003, 2006; Dahlahus et al., 2011).

A continuacion, se procedid a la comparacion entre geles, para lo cual se eligio como gel de
referencia aquel que al final de la etapa anterior mostrara mayor nimero de spots, considerando
que esto aumenta la probabilidad de lograr encontrar en él, todos los spots de los cinco geles
restantes. En esta primera fase de “matching”, la comparacién automatica entre geles produjo un
numero promedio de 350 spots pareados por gel (entre 290 y 415 por gel), correspondiente a un
promedio de 73 % de los spots identificados durante la deteccién.

Con el fin de aumentar el niumero de spots pareados y llegar al mismo numero de
“matches” en todos los geles por las razones explicadas en Materiales y Métodos (seccion 4.3), se
continud el procedimiento mediante la edicion manual de los “matches”, utilizando como
herramienta el reporte intra-clase para localizar aquellos spots que no lograron ser exitosamente
pareados de forma automatica (mas detalles en Materiales y Métodos). Luego de esta
intervencion, finalmente se lograron parear 413 spots en todos los geles analizados, llegando asi a
parear el 86% de los spots identificados. Es decir, se lograron identificar exitosamente los mismos
413 spots en el total de los 6 geles bidimensionales.

De los spots exitosamente pareados se obtuvo una tabla de datos, con los valores
correspondientes al volumen relativo (%Vol) que representa cada spot en relaciéon al volumen
total de spots del gel que lo contiene. Estos datos, brindan informaciéon normalizada sobre los
spots, ya que mediante un tipo de calibracidén interna que realiza el programa sobre los datos
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crudos del volumen (medida de densidad éptica integrada), los datos se vuelven completamente
independientes de las variaciones experimentales que puedan existir entre los diferentes geles.
Esto permite la correcta comparacion de los spots entre geles, pudiendo cuantificar y comparar
los spots de cada gel y asegurando que cualquier diferencia observada se debe realmente a la
diferencia en el nivel de expresidn de estos. En base a estos valores, se procedié al analisis para la
deteccion de spots expresados diferencialmente entre PCy AD.
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5.4, Analisis estadistico

Como fue explicado en secciones anteriores, al momento de la redaccién de esta tesis se
lograron realizar con éxito geles bidimensionales sobre tres parejas experimentales. No obstante
la dificultad de obtener datos estadisticamente aceptables con un n=3 en experimentos de este
tipo, se decidi6 buscar tendencias de reduccién o aumento entre PC y AD usando el test U de
Mann Whitney con los datos de %Vol de cada spot.

En primera instancia, se agruparon los datos %Vol por pareja y se normalizaron mediante
el cociente PC/AD para cada pareja, obteniendo un Unico valor por pareja para cada spot pareado.
El analisis de estos datos permiti6 identificar 92 spots que parecian mostrar una tendencia igual
en los 3 experimentos (ya sea de aumento PC/AD = 1,15, o de disminucién PC/AD < 0,85, ver
Materiales y Métodos). Luego, los valores %Vol de estos 92 spots fueron analizados por el test
estadistico de Mann Whitney, para discernir cuales mostraban una diferencia estadisticamente
significativa.

El test U de Mann-Whitney es un test no paramétrico que en este caso permite determinar
la probabilidad de que la diferencia en el valor del volumen observada en determinado spot entre
los dos tipos de muestras (PC y AD) se deba a un fendmeno de azar y no a una diferencia real
entre los valores. Con esta herramienta se puede afirmar que de los 92 spots que evidenciaban
una tendencia de aumento o disminucién, 36 de ellos mostraron una diferencia estadisticamente
aceptable, con un 92% de certeza.

Mediante la inspeccion visual de estos spots en los geles de origen, utilizando el nimero de
ID de cada uno como referencia, se debié confirmar nuevamente que se trata de spots bien
identificados y que no existan errores en la forma del spot ni en el pareo de los mismos, que
puedan estar alterando los datos. El resultado de esta inspeccion mostr6é que, de los 36 spots
expresados diferencialmente, 4 debian ser descartados por tratarse de spots no claramente
definidos (manchas), imposibilitando su estudio. De los 32 spots restantes, 14 muestran un
aumento de la expresion en la corteza visual de ratones jovenes respecto al adulto y 18 aumentan
su expresién en el ratén adulto respecto al joven (Fig. 12).

El nimero relativamente bajo de proteinas expresadas diferencialmente en las condiciones
experimentales analizadas, no es sorprendente. De hecho, estudios similares que utilizan strips
mas grandes con gradientes de pH mas acotados, o metodologias mas sofisticadas como la
electroforesis diferencial de geles por fluorescencia (DIGE), el refaccionamiento por RP-HPLC y la
etiqueta isobarica para la cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ), han identificado un ndimero
de proteinas expresadas diferencialmente en la corteza visual de gato y de raton, en un rango
similar (Van den Bergh, 2003, 2006; Dahlahus, 2011).
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Figura 12: Geles bidimensionales al 12 %, de corteza visual de ratén adulto (arriba) y periodo critico (abajo), con una
carga de 60 pg de proteina en ambos, tefiidos con Coomassie coloidal. Se muestran circulados los 32 spots que
mostraron una expresion diferencial estadisticamente aceptable entre las dos condiciones, resaltados en color rojo los
que aumentan en cada caso, respecto a la otra condicién experimental. PM: peso molecular en kilo Daltons (kDa), pl:
punto isoeléctrico.
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En el caso de los spots que aumentan en el PC respecto al AD, el analisis del promedio de
los datos PC/AD indica que este aumento varia entre el 205% y el 31%. Sin embargo, el desvio
estandar de estos valores es considerablemente alto (Tabla 3).

Tabla 3: Proteinas que aumentan su expresién en la corteza visual de ratones durante el pico del periodo critico, en
relacién al adulto. Spot ID: niumero que identifica a un spot especifico dentro del gel 2D. PC/AD: Promedio de los
cocientes de %Vol entre PC y AD, de las 3 parejas experimentales para el mismo spot. SEM: Desvio estandar de cada
promedio. pl: Punto isoeléctrico estimado. PM: Peso molecular estimado en kilo Daltons (kDa).

SPOTS QUE AUMENTA EN PC
SPOTID PC/AD +SEM pl PM (kDa)
194 1,92 £ 0,85 4,4 128
226 1,85+0,73 4,3 120

404 2,79+2,14 6,68 66

409 1,57 £0,41 7.1 66
429 2,13+1,25 58 65
434 1,97+0,75 6,96 64
442 2,14 £ 0,51 6,4 63

446 1,97+0,86 6,08 63
482 201+£1,17 6,96 60
568 1,31£0,12 542 53
578 305+£191 533 53
794 206+£1,22 6,92 34
830 1,98 £ 0,92 4,9 30
919 1,44 +0,08 6,52 24

Por otro lado, en el caso de los spots que aumentan en el AD respecto al PC, este aumento
de la expresion varia entre el 51% y el 17%. En este caso observamos un rango de cambio mas
acotado, junto con desvios estandar un poco mas razonables que en los spots que aumentan en
el PC (Tabla 4).
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Tabla 4: Proteinas que aumentan su expresion en la corteza visual de ratones adultos, en relacién a durante el periodo
critico de plasticidad. Spot ID: numero que identifica a un spot especifico dentro del gel 2D. PC/AD: Promedio de los
cocientes de %Vol entre PC y AD, de las 3 parejas experimentales para el mismo spot. SEM: Desvio estandar de cada
promedio. pl: Punto isoeléctrico estimado. PM: Peso molecular estimado en kilo Daltons (kDa).

SPOTS QUE AUMENTA EN AD
SPOTID PC/AD +SEM pl PM (kDa)
199 0,75+0,70 6,64 140
360 0,63+0,18 7,2 75
377 0,63 +0,29 7,6 70
420 0,70£0,09 542 63
445 0,59+0,36 5,86 64
593 0,50 £ 0,30 6,6 53
607 0,69+0,26 6,16 52
652 062+031 6,52 48
662 0,74+0,11 6,64 48

737 0,80+0,10 5 36
808 0,49 0,38 7 32
811 0,83+0,70 6,16 32
826 0,61 +0,23 4,2 30
877 0,72+0,12 6,8 27

1104 0,52+0,22 7,2 120
111 0,73+£0,16 5,26 23
1133 0,62 +£0,26 7,8 120
914 0,74+0,08 6,92 24

Ante esto, claramente es necesario al menos duplicar el numero de parejas
experimentales, para agrandar el pool de datos de manera tal que los resultados obtenidos no
tengan incertidumbres tan grandes. Al solo tener tres parejas, se introduce mucha variabilidad
por azar que no llega a ser del todo despreciable. Una vez hecho esto, se podra realizar analisis
estadisticos mas contundentes para estudiar las diferencias entre los spots provenientes de
ratones AD y PC. Recién entonces sera posible seleccionar con mayor certeza el conjunto de spots
pertinentes y asi cumplir el objetivo a futuro de realizar analisis por espectrometria de masa de
los spots con expresion diferencial, junto con el posterior analisis bioinformatico para seleccionar
e identificar aquellas proteinas que presenten potencial relevancia en el control de procesos de
plasticidad.
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5.5.Comparacion con datos anteriores del Laboratorio

Reiterando lo detallado durante la introduccién sobre los antecedentes del grupo en
cuanto a la protedmica de la plasticidad en la corteza visual, en este Laboratorio se cuenta con
datos previos de 2D-PAGE en corteza visual de raton, donde se identificé un conjunto de proteinas
que muestran expresion diferencial entre animales adultos con plasticidad inducida
farmacolégicamente con fluoxetina y animales adultos no tratados de control. Por lo que nos
parecié interesante comparar ambos conjuntos de datos, para poder contribuir a la identificacién
de los mecanismos especificos de plasticidad durante el desarrollo y los inducidos
farmacolégicamente en el adulto (Ruiz-Perera et al., 2015).

Para ello, en primera instancia se debio establecer una correspondencia entre los spots de
los experimentos AD vs PC y los experimentos AD vs FLX, se tomé la imagen de un gel de los
experimentos con fluoxetina donde estuvieran marcados aquellos spots donde se encontr6 una
diferencia de intensidad entre ambas condiciones, junto con la imagen del gel de referencia de los
experimentos AD vs PC del presente trabajo y se abrieron mediante el programa de analisis de la
imagen Melanie 6.0 (GeneBio). Se buscaron mediante proyeccion visual los spots marcados en el
gel AD vs FLX, en el gel de este trabajo, para establecer la correspondencia entre ambos geles y
lograr identificar los niumeros de ID pertinentes, para estudiar los valores de %Vol de los mismos y
establecer si existe coincidencia en la variacion del patrén de expresion de estos spots, entre
ambas condiciones de plasticidad. Es asi que de los 31 spots que mostraron expresion diferencial
entre animales tratados con fluoxetina y animales control, se lograron identificar exitosamente 19
de ellos en el gel de referencia AD vs PC, es decir se lograron parear el 61% de los spots de
interés.

Una vez establecida la correspondencia, se verifico6 mirando la tabla de datos, cuales de
ellos mostraban también una expresién diferencial en los experimentos del presente trabajo. De
los 19 spots exitosamente pareados entre los dos tipos de experimento, se encontré que uno de
ellos muestra expresion diferencial tanto en los experimentos de esta tesis de grado como en los
experimentos publicados en el articulo cientifico de 2015, y que los otros 18 cambian su expresion
con el tratamiento con fluoxetina, pero no en AD vs PC.

Estos resultados, aunque preliminares, sugieren que los procesos de plasticidad en las dos
condiciones probablemente comparten algunos mecanismos comunes, pero que cada condicién
presenta también sus caracteristicas especificas, lo que explicaria la expresién diferencial de un
determinado grupo de proteinas en una condicion y no en la otra (Levelt & Hubener, 2012; Maya-
Vetencourt & Origlia, 2012).

El spot que presenta una expresion diferencial en las dos condiciones, es aquel
previamente descripto en esta Tesis con el nUmero de ID 662 (ver Tabla 4). Si la comparacién fue
realizada correctamente, se puede deducir que este corresponde a la proteina glutamina
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sintetasa, enzima reguladora del ciclo de la glutamina-glutamato en el sistema nervioso, que juega
un papel fundamental en el control de la excitabilidad de las neuronas y astroglia. La modulacion
de esta enzima y las consecuentes alteraciones de la homeostasis del glutamato se han asociado
a varios trastornos neurolégicos como la epilepsia, el autismo, el sindrome de Down y la
enfermedad de Alzheimer (Jorgensen, 1990; Coulter, 2012; Bristot Silvestrin, 2013).

Esta proteina mostré un incremento del 26% en el adulto respecto al periodo critico (Tabla
4), mientras que en animales tratados con fluoxetina mostré un aumento del 17% respecto a
animales adultos de control. Esta diferencia entre la modulacién durante el periodo critico y
durante el tratamiento con fluoxetina, sugiere lo que fue mencionado anteriormente sobre que
ademas de presentar algunas caracteristicas en comun, también es de esperarse que cada
condicién de plasticidad presente mecanismos propios, por lo que la glutamina sintetasa podria
ser una de las proteinas que modula la plasticidad juvenil y la restaurada en el adulto en modos
distintos, segun del tipo de plasticidad del que se hable. De modo interesante, en concordancia
con nuestros resultados, esta misma proteina ha sido identificada en otros dos trabajos de
protedmica diferencial realizados en la corteza visual del gato (Van den Bergh, 2003; Van den
Bergh 2006). En ellos, también se ha observado que la glutamina sintetasa aumenta su expresion
en el adulto respecto al periodo critico, lo cual estaria reforzando los datos preliminares
aportados por este trabajo de grado sobre la expresion de esta proteina en la corteza visual de
raton.

Por ultimo, cabe mencionar que hay varios spots mas que forman parte de los 19 spots
exitosamente pareados entre los geles de los experimentos con fluoxetina y los del presente
trabajo, que mostraban también una tendencia de cambio en los experimentos AD vs PC, pero no
pasaron el test estadistico y por eso no se mencionan. Sin embargo, una vez que se aumente el
numero de experimento y se logre mejorar la calidad estadistica de los resultados, se esperaria
que exista un mayor solapamiento entre los datos que se compararon en esta seccion.
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6. Conclusiones

En este trabajo, se propuso identificar una serie de posibles candidatos que puedan estar
formando parte de los mecanismos moleculares subyacentes a los procesos de plasticidad, lo
cuales hasta el momento han sido poco caracterizados. Utilizando la corteza visual del ratbn como
modelo experimental y mediante una aproximacion experimental de protedmica diferencial, se
estudio el proteoma completo de la corteza visual de ratones adultos y jovenes al pico del periodo
critico de plasticidad, para de esa forma localizar las diferencias moleculares entre ambas
condiciones. Esto se enmarca dentro de una linea de investigacion iniciada hace varios afios en el
Laboratorio, donde se pretende aportar informacién potencialmente Util para contribuir a la
creacion de terapias, que permitan la recuperacion funcional en diferentes patologias, en las
cuales los procesos plasticos se ven afectados (ej.: ambliopia, Sindrome de Rett, de Down,
autismo) (Prusky and Douglas, 2003; Asaka et al., 2006; Bourgeron, 2015).

En la primera parte del trabajo, ademas de alcanzar una correcta familiarizacion con las
técnicas de base del Laboratorio y con la tematica de estudio, se logré de manera exitosa volver
poner en funcionamiento en el Laboratorio una metodologia de electroforesis bidimensional, que
permite una alta resolucion en la separacién de proteinas. Esto ha incluido el afinamiento y la
mejora de varios aspectos en la preparacion de las muestras, pero sobre todo en las condiciones
técnicas de la electroforesis 2D.

La comparacion del patron de expresion proteica en las dos condiciones experimentales
utilizadas se llevd adelante sobre las imagenes de los geles obtenidos, utilizando software de
analisis de la imagen Melanie 6.0 (Genebio Amersham Biosciences) y el programa Past 2.14 free
analysis system (Hammer, 2001) para el analisis estadistico. Mediante esta aproximacion, los
resultados obtenidos indican una clara modulacién dinamica de la expresion proteica,
encontrandose 32 proteinas que se expresan de manera diferencial durante el periodo criticoy la
adultez. De estas, 14 aumentan en la corteza visual de ratones jovenes respecto al adulto y 18
aumentan en el raton adulto respecto al joven.

Adicionalmente, la comparacién con datos previos del Laboratorio, permitié de forma
complementaria, la obtencion de mas informacién que puede ser potencialmente relevante para
describir los mecanismos que regulan la plasticidad neuronal en distintas condiciones.
Particularmente, mediante la comparacion con los datos publicados en 2015, en el articulo
titulado “Fluoxetine increases plasticity and modulates the proteomic profile in the adult mouse
visual cortex” (Ruiz-Perera et al., 2015), se logré establecer exitosamente la identidad proteica de
19 spots de este trabajo, de los cuales 18 varian su patron de expresion durante el tratamiento
con fluoxetina, pero no durante el periodo critico, y 1 muestra variacion en ambas condiciones de
plasticidad. Esto permitié establecer la identidad exacta de 1 de las 32 proteinas que aqui
mostraron expresion diferencial. Esta es la glutamina sintetasa, una proteina relacionada con
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procesos de control de la excitabilidad. A su vez, esta proteina, que en este trabajo muestra un
aumento en su expresion en la corteza visual de ratones adultos, ya ha sido identificada en
trabajos previos sobre la corteza visual del gato, donde también mostrd el mismo patrén de
expresion.

Finalmente, se logré mostrar que existe una asociacidén entre el nivel de plasticidad en corteza
visual de ratén y la modulacién de los patrones de expresion de cierto numero de spots, que
corresponden a proteinas que deberan ser posteriormente identificadas por espectrometria de
masa para establecer sus funciones y caracterizar los candidatos prometedores para el control de
la plasticidad cortical visual en el cerebro durante etapas tempranas del desarrollo.
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1. Perspectivas

« Es necesario llevar adelante un estudio mas completo y detallado sobre la variacion en el
nivel de proteinas entre los extractos de corteza visual de ratones adultos y dentro del
periodo critico. Para ello se debera aumentar el n experimental de los geles 2D utilizando
los mismos strips de rango de pl amplio (pl 3-10NL) y utilizando, si es necesario, también
strips de rango mas acotado (pl 4-7 y pl 6-11) para no solo mejorar la variabilidad
estadistica de los datos ya obtenidos, si no para también aumentar la resolucién del patrén
de distribucion proteica y posiblemente facilitar la identificacion de nuevos spots con
expresion diferencial. De manera alternativa a la realizacion de mas experimentos, se
planifica verificar la posibilidad de comparar los datos de esta tesis con los datos
preliminares obtenidos en 2014 sobre estas mismas condiciones (PC y AD), estableciendo
si los patrones bidimensionales observados en esos experimentos son lo suficientemente
similares a los obtenidos aqui como para permitir la unién de ambos grupos de geles para
su analisis.

* Realizar un analisis mas detallado de las imagenes de los geles, intentando reducir al
maximo la manipulacion manual de los datos y haciendo que el analisis sea lo mas
automatizado posible para evitar la introduccién de errores por parte del operador.

* Realizar espectrometria de masa sobre los spots que muestren patrones de expresidn
diferentes entre las dos condiciones para caracterizar especificamente de que proteinas se
trata (en cooperacion con la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas, Institut Pasteur
de Montevideo).

« Dentro de las proteinas exitosamente identificadas, seleccionar aquellas que, seglin sus
funciones, puedan estar participando en la regulacion de los procesos de plasticidad en la
corteza visual, para analizar y describir en mayor detalle su rol.

« Confirmar la informacién obtenida en los experimentos de protedmica a través de otras
metodologias, como estudios de Western blot, inmunohistoquimica y RT-PCR.

« Llevar a cabo estudios de proteémica diferencial también en otras condiciones
experimentales, particularmente en animales adultos criados en ambiente enriquecido, ya
que se trata del modelo de plasticidad restaurada utilizado en este Laboratorio, pero sobre
el cual aun no se poseen datos protedmicos a gran escala. De esta forma, en conjunto con
los datos obtenidos previamente sobre ratones tratados con fluoxetina, y mediante la
comparacién de los resultados obtenidos en las diversas condiciones, se lograra establecer
de forma mas precisa y clara, los mecanismos moleculares subyacentes a la plasticidad en
la corteza visual. A su vez, se podran establecer las diferencias y similitudes entre los
mecanismos moleculares que estan por detras de los procesos plasticos dados
naturalmente durante el desarrollo, y los procesos de plasticidad restaurada.
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