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Resumen:

La plasticidad neuronal dependiente de |la experiencia es una propiedad fundamental
del Sistema Nervioso, esencial en la formacion de los circuitos neuronales. La misma se
encuentra relacionada, por ejemplo, con los procesos de aprendizaje y memoria. Por lo
tanto, comprender los mecanismos involucrados en este proceso es de suma importancia,
no solo para entender la formaciéon de estos circuitos, sino también para caracterizar
posibles alteraciones en el desarrollo, y por tanto, el origen de algunos trastornos del
desarrollo cerebral.

Esta forma de plasticidad se encuentra fuertemente potenciada dentro de una
determinada ventana temporal llamada periodo critico (PC) y una vez que este periodo
concluye, disminuye significativamente.

La corteza visual (CV) primaria es uno de los modelos mas utilizados para estudiar
los procesos de plasticidad dependiente de la experiencia. Actualmente, se han identificado
dos grandes grupos de mecanismos que participan en la plasticidad en la CV: funcionales y
estructurales. Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares que subyacen a estos
procesos aun no estan del todo claros.

En este contexto, el grupo con el cual desarrollé mi Tesis de Grado, identificd varias
proteinas que se expresan de forma diferencial en la CV, entre ratones jévenes con altos
niveles de plasticidad y ratones adultos no plasticos. Entre ellas identificaron a la cofilina 1,
para la cual observaron que su expresion en la CV es alta en animales jévenes plasticos, en
comparacion con animales adultos con escasa plasticidad. Todas estas evidencias
sugirieron, por primera vez, que la cofilina 1 podria ser un candidato que participa en la
regulacion de la plasticidad en la CV del raton.

En este proyecto verificamos si la modulacion farmacolégica de la cofilina 1 restaura
en animales adultos altos niveles de plasticidad dependiente de la experiencia. En
especifico, utilizamos la clasica manipulacién experimental de la Privacion Monocular de la
vision, la cual se ha demostrado que induce efectos a nivel funcional, estructural y de la
vision en animales jévenes plasticos pero no en adultos. La cofilina 1 se modulé por medio
de la administracién de péptidos que alteran su estado de fosforilacion inhibiendo su
actividad.

Nuestros resultados indican que la modulacion de la cofilina 1 en animales adultos
restaura altos niveles de plasticidad en la corteza visual. Esto lo observamos, a nivel
estructural como una disminucion en la densidad de espinas dendriticas en la corteza visual
contralateral al ojo privado de vision, y a nivel de la vision como una disminucion en la
agudeza visual en el ojo privado de visién.

Esto demuestra por primera vez que la cofilina 1 esta involucrada en la regulacién de
la plasticidad dependiente de la experiencia en la corteza visual.



Introduccion:
Plasticidad del Sistema Nervioso y periodos criticos

El sistema nervioso (SN) traduce la informacion del mundo exterior a través de
sefales generadas por la actividad eléctrica asociada a las entradas sensoriales,
organizando respuestas adaptativas a las condiciones ambientales cambiantes. Esta
interaccion con el entorno es fundamental para la supervivencia de las especies, ya que
permite que un individuo perciba y responda adecuadamente a los cambios en las
condiciones ambientales (Galizia & Lledd, 2013).

En respuesta a estos estimulos ambientales, el SN tiene la capacidad de cambiar,
funcional y estructuralmente, propiedad conocida como plasticidad neuronal dependiente de
la experiencia. Esta es una caracteristica fundamental siendo de particular relevancia en los
procesos de aprendizaje y memoria (Galizia & Lledo, 2013).

Esta forma de plasticidad se manifiesta fuertemente dentro de una determinada
ventana temporal denominada periodo critico (PC), durante el cual las redes neuronales son
extremadamente sensibles a la experiencia. Una vez que este periodo concluye, la
influencia de los estimulos ambientales sobre la organizacion del sistema nervioso
disminuye significativamente (Galizia & Lled6, 2013). Es importante destacar que el
momento del desarrollo en el que ocurre el periodo critico varia entre distintos sistemas
sensoriales y funcionales (Reh et al., 2020). Por ejemplo, en ratones, el periodo critico en el
sistema somato-sensorial comienza antes que en el sistema visual, y ambos ocurren antes
del periodo critico para el aprendizaje de funciones multimodales (Fig. 1) (Reh et al., 2020).
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Figura 1. Esquema temporal de los periodos criticos de plasticidad en el cerebro de ratén.
Ventanas temporales para la plasticidad maxima en la corteza somato-sensorial, la corteza auditiva,
la corteza insular, la amigdala, la corteza visual y areas cognitivas superiores (Figura tomada de Reh
et al., 2020).

Entender los mecanismos involucrados en el desarrollo y la plasticidad de las
conexiones es importante no solo para comprender la formacion de los circuitos neuronales,



sino también para especificar posibles desviaciones de un plan de desarrollo normal y, por
lo tanto, la etiologia de algunos trastornos del desarrollo cerebral (Tropea et al., 2009).

La corteza visual como modelo de estudio de la plasticidad

En este contexto, uno de los modelos experimentales mas estudiados para analizar
procesos de plasticidad cerebral es la corteza visual (CV) primaria (Galizia & Lledo, 2013).
Una de las razones se debe a que la experiencia visual se puede manipular facilimente y los
efectos de las manipulaciones se pueden medir también con facilidad a nivel anatémico,
fisiolégico y molecular (Tropea et al., 2009).

En los mamiferos, la CV primaria es el primer punto a lo largo de la via visual donde
la informacion proveniente de ambos ojos converge a nivel de neuronas individuales, y
muchas neuronas en esta area pueden ser activadas por estimulaciéon a través de
cualquiera de los ojos. Estas neuronas se encuentran en la zona de la corteza conocida
como corteza visual binocular (CVb). Cada hemi-corteza (izquierda y derecha) recibe
mayormente inputs proveniente del ojo contralateral, de modo que cada una es “dominada”
por uno de los dos ojos. A esta propiedad se la conoce como dominancia ocular (Fig. 2). La
dominancia ocular se evidencia como un mayor numero de células corticales que responden
al estimulo del ojo contralateral y un menor numero que responde al estimulo del ojo
ipsilateral. En algunos mamiferos superiores (monos, gatos, hurones), la dominancia ocular
se evidencia también a nivel macroscépico. En estas especies las neuronas que responden
exclusivamente a uno de los dos ojos se agrupan anatdmicamente en una parte especifica
de la capa IV de la CV formando columnas, que se alternan con columnas donde se
agrupan las células que responden al otro ojo (las columnas de dominancia ocular). (Fig. 2)
(Levelt & Hubener, 2012).

Figura 2. Esquema del sistema visual del ratén. La
mayoria de los axones de las células ganglionares de la
retina cruzan la linea media a nivel del quiasma optico y
terminan en el ndcleo geniculado lateral (LGN) del
hemisferio contralateral (azul). Un nimero muy pequefio
de axones de la retina temporal no cruzan y terminan en el
LGN ipsilateral (rojo). En el LGN, las entradas de ambos
0jos permanecen segregadas. La parte medial de la
LGN corteza visual primaria (CVm, monocular) recibe entradas
solo de la retina contralateral (azul), mientras que la parte
lateral (CVb, binocular) también recibe proyecciones
ipsilaterales (rojo). En esta region binocular de la CV, la
mayoria de las neuronas responden a estimulos visuales
presentados a cualquiera de los dos ojos, pero la entrada
del ojo contralateral es mas fuerte en general (Figura
modificada de Levelt & Hubener, 2012).

Visual cortex

Estudios pioneros permitieron identificar y caracterizar el PC de plasticidad
dependiente de la experiencia en la CV, utilizando el clasico paradigma de privacion



monocular (PM) de la visidon. Este ultimo consiste en cerrar temporalmente un ojo vy, luego
de un corto periodo de tiempo, re-abrirlo y analizar los efectos de esta manipulacion (Wiesel
& Hubel, 1963; Wiesel & Hubel, 1965). Se ha demostrado que a nivel funcional, la PM
durante el PC reduce la dominancia del ojo privado temporalmente de la vision en la CV
contralateral a dicho ojo, aumentando la dominancia del ojo que se mantuvo abierto (Fig. 3).
Por otro lado, la PM tiene también efectos a nivel estructural. Estos se puede observar
como una reduccién de las ramificaciones axonales de las aferencias a la CV contralateral
al ojo cerrado, y como un aumento de las del ojo que quedd abierto. También ocurre una
reduccion de las ramificaciones dendriticas y de la densidad de las espinas dendriticas en la
CV contralateral al ojo que fue privado de visién (Levelt & Hibener, 2012). Finalmente, se
observa también una fuerte afectacién de la vision en el ojo que fue cerrado, observada
como una disminucion de la agudeza visual y de la sensibilidad al contraste (ambliopia)
(Hensch, 2005). Por el contrario, cuando la PM es realizada en animales adultos, induce
escasos o nulos efectos.
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Figura 3. Plasticidad de la dominancia ocular (DO) en la corteza visual primaria de gato. Los
histogramas muestran el numero de células que pertenecen a alguna de las siete categorias de
dominancia ocular, definidas segun la frecuencia de respuestas a la estimulacion de cada ojo
respectivamente. (a) Distribucion de las clases de dominancia ocular en la CV primaria de animales
adultos normales. Las células del grupo 1 son activadas exclusivamente por la estimulacién del ojo
contralateral, las del grupo 7 por el ojo ipsilateral, las de los grupos 2-6 responden a ambos ojos. (b)
La PM durante el PC de plasticidad genera un cambio notorio en la distribucion de las clases de
dominancia ocular, ya que ahora las células responden principalmente al ojo ipsilateral. (c) La PM en
animales adultos fuera del PC de plasticidad no induce cambios fuertes en la dominancia ocular,
aunque hay una reduccion de la actividad cortical en general (Figura modificada de Purves et al.,
2018).

Un aspecto relevante es que los efectos deletéreos de la privacion de la visién
pueden revertirse, por ejemplo, usando la oclusion inversa. Esta técnica consiste en reabrir
el ojo que previamente fue privado de vision, y realizar la PM en el ojo que inicialmente se
encontraba abierto (Berardi et al., 2003). Pero es fundamental aclarar que esta estrategia es



Plasticidad de dominancia ocular

eficaz exclusivamente cuando los niveles de plasticidad siguen altos, es decir, en animales
juveniles, pero no en animales adultos. Si no se interviene antes de que cierre el PC, estos
efectos deletéreos se vuelven permanentes e irreversibles.

Por otro lado, en los ultimos afos se han identificado algunas estrategias
experimentales que restauran las capacidades plasticas en adultos y de este modo facilitan
la recuperacioén de los defectos causados por la PM realizada en animales jovenes. Esto es
clave para poder revertir o mejorar distintas patologias de importancia clinica presentes en
adultos, como es el caso de la ambliopia. La ambliopia es un trastorno visual comun que se
puede ftratar en la infancia, sin embargo, las terapias tienen una eficacia limitada en
pacientes adultos (Huttunen et al., 2018). Recientemente, se ha demostrado que el
tratamiento crénico con fluoxetina (un conocido antidepresivo que potencia la transmision
serotoninérgica) en animales adultos, potencia la plasticidad y genera la recuperacion
completa de las funciones visuales en ratas ambliopicas adultas (Vetencourt, 2008). Estos
hallazgos son particularmente relevantes dado que en humanos la ambliopia afecta entre el
1-5% de la poblacion (Sale & Berardi, 2015).

Varios grupos de investigacion se han dedicado a caracterizar los mecanismos
celulares y moleculares que controlan los niveles de plasticidad en la CV. Actualmente se
han identificado algunos procesos que se pueden separar en dos grandes grupos:
mecanismos funcionales y mecanismos estructurales. Por mecanismos funcionales se
entienden todos aquellos que influyen sobre el balance entre el tono excitatorio y el tono
inhibitorio de los circuitos locales, afectando a la actividad sinaptica. Por ejemplo, se ha
demostrado que los circuitos inhibitorios GABAérgicos en la CV influyen fuertemente a la
hora de definir el comienzo y el final del PC de plasticidad (Fig. 4) (Bavelier et al., 2010;
Sale et al., 2010). Algunas de las evidencias que sustentan esta observacién es que la
administraciéon de benzodiacepinas (agonistas de receptores GABAérgicos) u otros
tratamientos que aumenten la funcién del circuito GABAérgico, adelantan el inicio del
periodo critico de plasticidad en la CV (Bavelier et al., 2010). Por el contrario, si se reduce
genéticamente la sintesis de GABA, el comienzo del periodo critico en la CV se posterga.
En resumen, una reduccién de GABA durante la vida postnatal temprana detiene el inicio
del periodo critico, siendo este un efecto que se recupera aumentando farmacolégicamente
los niveles de inhibicion (Galizia & Lledd, 2013).

100 Figura 4. El curso temporal del periodo
critico de plasticidad es regulado por la
inhibicion GABAérgica. En esta grafica
se ubica temporalmente el PC de

’ plasticidad para la dominancia ocular en
la CV de ratones, el cual alcanza su punto
maximo casi un mes después del
nacimiento. Esta ventana temporal se
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Los factores estructurales son aquellos que involucran moléculas encargadas de
regular la formacién y eliminacion de sinapsis y la morfologia de axones, dendritas y
espinas dendriticas (McGee et al., 2005; Syken et al., 2006). Dentro de estos factores se
encuentran frenos estructurales que impiden fisicamente la poda y el crecimiento de las
neuritas. Su eliminacidon genera una potente plasticidad en la edad adulta, que puede
utilizarse para corregir trastornos del desarrollo neurolégico. Algunos de ellos son proteinas
relacionadas a la mielina, como NgR y PirB, que inhiben la formacion de nuevas conexiones
(McGee et al., 2005; Syken et al., 2006). Otros “frenos” consisten en componentes de la
matriz extracelular, entre los que se encuentran los proteoglicanos de condroitin sulfato
(CSPGs), que forman redes alrededor de las neuronas, limitando su capacidad de
remodelacién (“redes perineuronales”, PNNs) (Pizzorusso et al., 2006). Es importante
mencionar que la maduracion de las redes perineuronales coincide con el cierre del periodo
critico. Por ultimo, si se degradan los CSPGs mediante condroitinasa-ABC en ratas adultas,
la privacion monocular genera un cambio en la dominancia ocular hacia el ojo no privado de
vision. En resumen, la matriz extracelular madura inhibe la plasticidad dependiente de la
experiencia y la degradacion de los CSPG reactiva la plasticidad cortical (Fig. 5) (Pizzorusso
et al., 2002).
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Figura 5. La degradacion de CSPG restaura la plasticidad de la dominancia ocular en la
corteza visual adulta. Gréficos de clases de dominancia ocular de ratas adultas (A) normales sin
privacion monocular (Nor), (B) normales con privacion monocular (MD), (C) tratadas con
condroitinasa-ABC con privacion monocular (MD+chABC). No hay cambios de dominancia ocular en
los animales adultos normales sin privacion monocular ni en los animales con privacion monocular
durante 7 dias. Sin embargo, se observa un cambio significativo de dominancia ocular hacia el ojo
ipsilateral no privado de visién en animales tratados con chABC con privacién monocular. (Figura
modificada de Pizzorusso et al., 2002).

La cofilina 1 y su implicancia en los procesos de plasticidad neuronal

La principal linea de investigacion de la “Unidad de Neuroplasticidad” del Laboratorio
de Neurociencias, es el estudio de los mecanismos celulares y moleculares de plasticidad,
utilizando como modelo experimental la CV del raton. Recientemente, este grupo ha
utilizado un enfoque protedmico para identificar perfiles proteicos diferenciales en la CV en
ratones jovenes plasticos, en comparacién con ratones adultos que presentan bajos niveles



de plasticidad y en animales adultos tratados con fluoxetina (plasticidad alta restaurada
farmacologicamente) (Ruiz-Perera et al., 2015; Bornia et al., 2020). Mediante esta
aproximacion, lograron identificar varias proteinas con expresién diferencial entre las
distintas condiciones, entre ellas la cofilina 1. A partir de estos resultados estudiaron los
niveles de expresion de la cofiina 1 en las distintas condiciones experimentales
mencionadas anteriormente mediante western blot e inmunohistoquimica. Los niveles de
esta proteina son altos en la CV de animales con altos niveles de plasticidad (tanto
animales jovenes, como adultos tratados con fluoxetina), y bajos en animales con escasa
plasticidad. Ademas, se evidencié que la expresién proteica de la cofilina 1 esta regulada
durante el PC y que la PM de la visién modula su expresion durante el PC, pero no en el
adulto (Laguardia et al., 2023). Todas estas evidencias sugirieron, por primera vez, que la
cofilina 1 podria ser un candidato que participa en la regulacion de la plasticidad en la CV
del raton.

La cofilina es una proteina despolimerizante de la actina perteneciente a la familia de
proteinas ADF/Cofilina, que en los mamiferos consta de tres proteinas: cofilina 1 (no
muscular/n-cofilina), cofilina 2  (muscular/m-cofilina) y ADF (Dextrina/Factor
Despolimerizante de la Actina). La cofilina 1 y ADF son abundantes en el cerebro,
particularmente en las sinapsis excitatorias (Racz & Weinberg, 2006; Bellenchi et al., 2007;
Rust et al., 2010; Gorlich et al., 2011).

La cofilina 1 puede unirse tanto a la actina G (globular, estado monomérico), como a
la actina F (filamentosa, polimero lineal). Cuando se une a la actina F induce la ruptura del
filamento de una manera dependiente de la concentracion, generando extremos nuevos del
filamento. Si hay una baja relacion cofilina/actina la ruptura ocurre de forma mas rapida y
por lo tanto se da también de forma mas rapida la despolimerizacion. Por el contrario, con
una alta relaciéon cofilina/actina, la ruptura se inhibe, favoreciendo la polimerizacién de la
actina a través de la nucleacion. Por lo tanto, la cofilina 1 es capaz de controlar la dinamica
de la actina a través de la polimerizacion y la despolimerizacion (Namme et al., 2021).

La actividad de la cofilina 1 a su vez es regulada, a nivel molecular por fosforilacién /
desfosforilacion, union a otras moléculas regulatorias y modificaciones redox. La
fosforilacion / desfosforilacion en el residuo conservado Ser-3, es la modificacion
postraduccional reconocida como el principal mecanismo regulador de su actividad (Yang et
al., 1998; Meng et al., 2002). La cofilina 1 es activada por desfosforilacién por fosfatasas de
la familia slingshot (SSH1-3; siendo la SSH1 la mas efectiva), mientras que es inactivada
por fosforilacion por las quinasas LIM (LIMK) (Namme et al., 2021).

Algunos estudios, realizados principalmente in vitro y en el hipocampo, han
demostrado que a nivel postsinaptico, la cofilina 1 es un factor fundamental en el control de
la densidad y morfologia de las espinas dendriticas, y también de la potenciacién /
depresién a largo plazo (LTP/LTD) a través de la modulacién de la movilidad de los
receptores glutamatérgicos de tipo AMPA. Ademas, del lado presinaptico, se ha implicado a
la cofilina 1 en los procesos que controlan la movilizacion y la exocitosis de las vesiculas
sinapticas (Kessels & Malinow, 2009; Rust et al., 2010; Hotulainen & Hoogenraad, 2010;
Wolf et al., 2015).
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Las espinas dendriticas son protuberancias que emergen de las dendritas de las
neuronas que funcionan como compartimentos postsinapticos especializados y median la
mayor parte de la transmision sinaptica excitatoria en el cerebro. (Zito & Murthy, 2002;
Verkuyl & Matus, 2006; Cingolani & Goda, 2008). Su principal componente estructural es la
actina, que en el citoesqueleto postsinaptico no es una estructura estatica, sino altamente
dinamica (Namme,et al., 2021). Imagenes obtenidas por microscopia de dos fotones in vivo
revelaron polimerizacién y despolimerizaciéon de actina dependiente de la actividad eléctrica
en espinas dendriticas durante la plasticidad sinaptica (Okamoto et al., 2004; Okamoto &
Hayashi, 2006; Borovac et al., 2018; Gu et al., 2010).

Se sabe que la plasticidad estructural, incluyendo la estructura de las espinas
dendriticas, es un componente importante en la funcién y eficacia sinaptica, tanto en el lado
presinaptico como en el lado postsinaptico. Hay varias evidencias que sustentan esta
afirmacion. Entre ellas, se sabe que la LTP implica un aumento en el tamafio de las espinas
dendriticas, pudiendo dar como resultado la formacion de nuevas sinapsis (Cingolani &
Goda, 2008).

Introduccién al proyecto

En resumen, aunque algunas evidencias y resultados preliminares del Laboratorio
(Bornia et al., 2020; Laguardia et al., 2023) indican un rol de la cofilina 1 en modelos de
plasticidad neuronal, poco se sabe sobre su rol en la plasticidad de la CV, su mecanismo de
accion, y su relacion con otros mecanismos de plasticidad ya caracterizados. Es por esto
que actualmente, en el Laboratorio se continua investigando sobre el posible rol de la
cofilina 1 en este sistema, habiendo ya obtenido datos preliminares, aun no publicados, que
confirman esta sugerencia. En especifico, se observd que la modulacion farmacoldgica in
vivo de la actividad de la cofilina 1 (por administracién in vivo del péptido inhibidor de su
actividad PCOF) en ratones adultos no plasticos restaura altos niveles de plasticidad
estructural, reflejado por una reduccion de la densidad de espinas dendriticas en respuesta
a la modulacion del input visual por PM. Sin embargo, no se sabe cuales son los efectos a
nivel de la vision. Por lo tanto, en este proyecto se propone, en primer lugar, corroborar los
datos preliminares sobre los efectos de la modulacién de la cofilina 1 en la plasticidad
estructural (densidad de espinas dendriticas) y verificar si esta modulacién también induce
efectos a nivel de la agudeza visual.

Hipotesis:

La modulacion farmacoldgica de la actividad de la cofilina 1 restaura altos niveles de
plasticidad neuronal en la corteza visual del ratén adulto.

Objetivo general:

Verificar si la modulacion farmacoldgica de la actividad de la cofilina 1 aumenta la
plasticidad dependiente de la experiencia en la CV de ratones adultos.
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Objetivos especificos:

1. Verificar si la modulacién de la actividad de la cofilina 1 en animales adultos incrementa
su sensibilidad a los efectos de la PM sobre la densidad de espinas dendriticas en la CV
binocular contralateral al ojo privado de visién.

2. Evaluar si la modulacion de la actividad de la cofilina 1 en animales adultos restaura su
sensibilidad a los efectos de la PM sobre la agudeza visual en el ojo previamente privado de
vision.

Materiales y métodos

1. Animales experimentales

Como modelo de estudio se utilizaron ratones (Mus musculus) de la cepa C57B6/J,
jovenes adultos de aproximadamente 60 dias de vida posnatal (~P60, n=40 total),
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 Reactivos y Biomodelos de
Experimentacion de la Facultad de Medicina, UdelaR. Los experimentos en animales se han
realizado en concordancia con los estandares del Comité de Etica en el Uso de Animales de
la Facultad de Ciencias (CEUA) y han sido avalados por la Comision Honoraria de
Experimentacion Animal (CHEA). Las manipulaciones experimentales de los animales
fueron realizadas exclusivamente por Francesco M. Rossi, quién posee acreditacion CNEA
de tipo B y C2 (2021-2026). El protocolo de experimentacion utilizado ha sido aprobado
previamente por la CEUA, Facultad de Ciencias (#1131, ExpFCien 2400 11-000556-20).

2. Manipulaciones:

2.1. Administracion de los péptidos

Con el fin de modular la actividad de la cofilina 1 se utilizé el péptido sintético PCOF
(GenScript), que incluye los primeros 16 aminoacidos de la cofilina 1 (con el residuo
Ser-3 fosforilado, secuencia: RKKRRQRRRMA{pSER}GVAVSDGVIKVFN) conjugado al
dominio proteico de TAT-HIV, el cual facilita la penetracion de la barrera hematoencefalica y
la membrana celular. El péptido PCOF compite con la cofilina 1 endégena fosforilada como
sustrato de la fosfatasa (SSH1) celular, induciendo un aumento de la cofilina 1 endégena
fosforilada, lo que genera una reduccién de su actividad (Shaw & Bamburg, 2017). Como
control, se utilizd el péptido que contiene solo el dominio TAT-HIV (péptido TAT, secuencia:
RKKRRQRRR). Los péptidos se administraron in vivo por inyeccion en la vena lateral
caudal (i.v., 100 ul, 15 pmol/g) (Aarts et al., 2002; Borsello et al., 2003; Duffney et al., 2015).
Se trataron n=18 animales con el péptido TAT y n=22 con el péptido PCOF.

Resultados preliminares permitieron verificar que los animales tratados por via
intravenosa con el péptido PCOF no mostraron anomalias de comportamiento ni problemas
de salud, sugiriendo que este reactivo no condujo al colapso de la red de actina ni indujo
efectos secundarios no deseados.
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2.2. Privacion monocular de la vision

La privacion monocular se realiz6 bajo anestesia con una mezcla de
Ketamina/Xilazina/Acedan 100/10/3 mg/Kg (i.p) y se aplicdé lidocaina en crema como
analgésico local. Los parpados del ojo derecho del animal se suturaron con aguja e hilo de
poliéster para cirugia cardiovascular (4-0 Ethibond). Luego de la recuperacion de la
anestesia, en el postoperatorio, se verificd el estado de los animales y de la sutura,
utilizando eventualmente anestésico y antiinflamatorios locales. Luego de 3 dias con el ojo
cerrado, los animales son anestesiados y se procede a la reapertura del ojo utilizando
pinzas y bisturi (Espinosa & Stryker, 1996; Tagawa et al., 2005). Se realiz6 la PM en n=28
animales.

2.3. Eutanasia

Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical e inmediatamente se
procedié con la diseccion de los cerebros bajo microscopio estereoscépico, los cuales
fueron procesados directamente para la tincion de Golgi.

3. Analisis de la agudeza visual

3.1. Test optomotor

El test optomotor, utilizado para cuantificar la agudeza visual (AV) a través de una
medida conductual (Prusky et al., 2004) se realiza en un aparato que consiste en cuatro
monitores formando una arena, con un espejo de piso y otro de techo. En el medio del
espejo superior hay un agujero en el que se coloca una camara (C930e webcam, Logitech)
para grabar las pruebas y en el medio del espejo inferior un cilindro de plastico, de 5 cm de
diametro, que funciona de plataforma donde se coloca al animal (Fig. 6).
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Wirtual Cylinder /

Figura 6. Representacion esquematica del aparato donde se realiza el test optomotor.
a) Vista lateral. Formado por cuatro monitores en los cuales se proyectan las lineas verticales
formando asi el “cilindro virtual”. Tanto de piso como de tapa hay un espejo donde se reflejan las
lineas, extendiendo el estimulo hacia arriba y hacia abajo. En el medio, en la parte superior, se
coloca una camara con la que se registra la prueba y debajo, en el centro se encuentra la plataforma
en la que se coloca al animal. b) Estimulo optocinético. A partir del software PsychoPy v3.0
(www.psychopy.org), los monitores proyectan una grilla de barras verticales blancas y negras, que el
animal percibe como un cilindro ilusorio que gira a su alrededor. La frecuencia espacial, el contraste y
la direccion de rotacion de las barras en el cilindro se pueden cambiar en tiempo real. (Figura tomada
de Douglas et al., 2005).

Una vez que el animal es colocado en la plataforma, se lo deja unos minutos para
que se pueda aclimatar y luego comienza la prueba. Esta consiste en presentar al ratén un
estimulo visual representado por una grilla de barras verticales blancas y negras que se
mueven a una determinada velocidad (12 gr/seg), emitidas por los monitores a partir del
software PsychoPy v3.0 (www.psychopy.org). Cada prueba dura 9 minutos en total, donde
se muestran 9 frecuencias (medida del ancho de las barras) distintas que duran 1 minuto
cada una, y donde el sentido de rotacion de las barras (horario y antihorario) cambia cada
15 segundos. El raton responde al estimulo con un movimiento de seguimiento de la cabeza
en la misma direccién que el movimiento de las barras. Si el ratdon sigue el estimulo con la
cabeza de izquierda a derecha (movimiento en sentido horario), esta percibiendo el estimulo
con el ojo izquierdo, pero si el movimiento de seguimiento es de derecha a izquierda
(sentido horario), lo esta percibiendo con el ojo derecho. (Douglas et al., 2005). Esto nos
permite analizar la agudeza visual para cada ojo de forma independiente.

El test se realiza 2 veces para cada animal (con un intervalo minimo de 30 minutos
entre los dos tests). Las distintas frecuencias (0.15, 0.25, 0.275, 0.3, 0.325, 0.35, 0.375, 0.4,
0.45 c/gr) se muestran aleatoriamente, menos la primera que es siempre 0.15 c/gr. Esta
ultima es utilizada como control ya que es un estimulo de baja frecuencia espacial al cual
todos los animales adultos deberian responder.
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En el caso de que el animal se baje o caiga de la plataforma durante el experimento,
se lo vuelve a subir inmediatamente y se contintia con el mismo. Si el ratén cae mas de 4
veces en la misma prueba se descarta el experimento y se devuelve el ratén a la jaula.

El test optomotor se realiza una vez previamente a la administracién de los péptidos
y otra vez un dia después de reabierto el ojo previamente privado de vision (Fig. 7).

. .. . ., Agudeza visual,
Agudeza  Administracién Privacion Re-apertura &

sacrificioy
visual de péptidos monocular del ojo tincién Golgi
t } } b -
DIA1 DIiA 2 DIA 3 DiA4 DIAS DIiA 6 DiA7

Figura 7. Esquema lineal de tiempo del protocolo de las manipulaciones experimentales. El dia
1 se realiza el test optomotor de control, el dia 2 se administra el péptido correspondiente (TAT o
PCOF), el dia 3 se realiza la PM, luego se deja al animal 3 dias con el ojo cerrado, en el dia 6 se
reabre el ojo y finalmente en el dia 7 se lleva a cabo el segundo test optomotor, se sacrifican los
animales y se comienza con la tincién de Golgi.

3.2. Andlisis y cuantificacion de videos

Una vez concluidos todos los experimentos, los videos son analizados midiendo la cantidad
de movimientos de seguimiento del estimulo independientemente para cada ojo a cada
frecuencia. El valor de la frecuencia espacial mas alto al cual aun hay una respuesta se
toma como el valor de la agudeza visual. Para que una respuesta sea contada, debe
cumplir con lo siguiente:

a. La cabeza del animal debe moverse respecto a su cuerpo.

b. El animal no debe estar realizando un comportamiento estereotipado.
(movimientos de exploracion en la plataforma, “grooming”, etc.).

c. El movimiento de seguimiento (en el mismo sentido de rotacion del estimulo) debe
ser seguido por un movimiento rapido de reposicionamiento.

Se realiza una comparacion de la agudeza visual entre el ojo derecho y el ojo izquierdo en

todos los animales de los varios grupos experimentales tratados con el péptido TAT o con el
péptido PCOF.

4. Analisis de la densidad de espinas dendriticas

4.1. Tincioén de Golgi

Para analizar la densidad de las espinas dendriticas utilizamos la técnica de tincién de Golgi
con el kit comercial éliteGolgi (#006690, Bioenno, Tech, LLC). El primer paso para realizar
esta tincion es incubar a los cerebros durante 6 dias en una solucion de impregnacién en
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oscuridad. Pasado los 6 dias, se realizan cortes coronales de corteza visual de 150 ym de
espesor obtenidos en el vibratomo (LeicaGeoSystems VT1000S). Las secciones obtenidas
al vibratomo se recogen en orden serial en una placa de 12 pocillos con Buffer Fosfato 0.1M
(PB) y luego se procede a realizar una serie de lavados. Primero se realizan 3 lavados de 5
minutos en Buffer fosfato salino 0.01M con Triton X-100 al 0.3% (PBST), luego se
transfieren a una solucién B (“staining solution”) durante 5 minutos, se vuelven a lavar por 1
minuto en PBST 0.01M, se transfieren a una solucién C (“clarity solution”) por 2.5 minutos y
se termina con tres lavados finales de 5 minutos en PBST 0.01M. Las secciones se montan
en portaobjetos previamente gelatinizados y al dia siguiente, una vez secados, se
deshidratan en alcohol a concentraciones crecientes (80%, 90% y 100%) y en xilol,
realizando tres lavados de 5 minutos en cada solucién. Por ultimo, se colocan los
cubreobjetos con medio de montaje (Entellan, Sigma).

4.2. Procesamiento y cuantificacion de las imagenes

Una vez realizado el experimento de tincién de Golgi, se obtienen imagenes de los
cortes utilizando un microscopio Microphot-FXA (Research Microscope, Nikon) con un
aumento de 40x y una camara D70S Digital Camera (Nikon) acoplada al microscopio. El
analisis se realiza sobre dendritas apicales de neuronas piramidales de las capas II-lll y V
de la corteza visual binocular. Para identificar la corteza visual binocular se comparan las
secciones con imagenes del atlas de cerebro de ratdén (Paxinos & Franklin, 2007).
Solamente se analizan dendritas de aquellas neuronas que muestran una morfologia tipica
de neurona piramidal (Braak et al., 1985; Spruston, 2008). Ademas, las dendritas elegidas
deberan cumplir los siguientes criterios:

a) encontrarse en las capas de interés.

b) tener la dendrita apical lo suficientemente aislada para poder diferenciarla
claramente de otras.

Cc) que se pueda ver de forma clara una porcion importante de la misma en el corte
(largo completo o parcial).

El analisis de las imagenes se realiza utilizando el software libre Fiji (Fiji Is Just
Imaged, NIH, imagej.net/software/fiji/), donde primero se abren las imagenes seleccionadas
para cuantificar. Luego se programa la escala a través de la herramienta (Analyze/Set
Scale). Para todas las imagenes tomadas en el microscopio Microphot-FXA a un aumento
de 40x se le indica al programa que 1588 pixels corresponden a 100 unidades de medida
(definiendo como “1588” el valor “distance in pixels”, y como “100” el valor “known
distance”). A continuacion se modifican los parametros de las imagenes para optimizar la
visualizacién de las espinas. Se convierten a 8-bits usando la herramienta Image/Type/8-bit
e Image/Adjust/Window/Level para modificar el contraste y la intensidad de la escala de
blanco y negro. Luego se mide el largo de la dendrita utilizando la herramienta “Freehand
line”. Se dibuja una linea a lo largo de la dendrita y luego se presiona Analyze/ Measure
para obtener la medida. Finalmente con la herramienta de puntos se cuentan las espinas en
el largo medido anteriormente.

Una vez contadas las espinas dendriticas, se divide el valor obtenido por el largo del
segmento de la dendrita en andlisis para asi obtener una estimacion de la densidad de
espinas dendriticas. En total se cuantifican entre 10 y 20 dendritas por animal. Se realiza
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una comparacion de la densidad de espinas dendriticas entre la corteza visual binocular
derecha e izquierda en todos los animales de los varios grupos experimentales tratados con
el péptido TAT o con el péptido PCOF.

5. Grupos experimentales

Para este proyecto se utilizaron cuatro grupos de animales adultos:
1. Tratados con el péptido TAT sin privacion monocular (n=6).
2. Tratados con el péptido PCOF sin privacién monocular (n=6).
3. Tratados con el péptido TAT con privacién monocular n=12).
4. Tratados con el péptido PCOF con privacion monocular (n=16).

6. Estadistica

Para el analisis estadistico se utiliza el software de analisis libre Past 4.13 (Hammer
et al., 2001). Los valores obtenidos en las diferentes condiciones se comparan usando el
test ANOVA con post hoc Mann-Whitney’s y limite de significancia p<0,05.

Resultados

1. La modulacién de la actividad de la cofilina 1 restaura la plasticidad
estructural en animales adultos.

Como primer objetivo de este trabajo nos planteamos corroborar los datos obtenidos
previamente en el Laboratorio. En especifico, verificar si la modulacion de la actividad de la
cofilina 1 en animales adultos restaura la plasticidad estructural. Para esto se estimé la
densidad de espinas dendriticas comparando la CV contralateral (CVc) e ipsilateral (CVi) en
las distintas condiciones experimentales.

Inicialmente se verificd que el tratamiento con los péptidos per se no afecta a la
densidad de espinas dendriticas tanto en la corteza derecha (CVi) como en la izquierda
(CVc). Los resultados muestran que no hay una diferencia estadistica entre la CViy la CVc
en animales adultos tratados con el péptido control TAT (CVi TAT: 83,48+1,58 vs. CVc TAT:
82,4042,45, n animales=6, n dendritas=14, p=0,65) ni tampoco en los animales tratados con
el péptido PCOF (CVc PCOF: 84,20+1,92, n animales=6, n dendritas=14, p=0,81) (Fig. 8).
El test one way ANOVA indico6 que no hay diferencias estadisticas entre las dos
condiciones experimentales.
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Luego se realizaron experimentos en animales adultos con PM. Como ya se menciond
anteriormente, luego del tratamiento con los péptidos, a los animales se les realiz6 la PM y
3 dias después se les reabrid el ojo, se realizd el test optomotor y se sacrificaron para
realizar la tincion de Golgi. En este caso, demostramos que en los animales tratados con el
péptido TAT no hay diferencias significativas en la densidad de espinas dendriticas entre la
CVi y la CVc al ojo privado de vision (CVi TAT: 81,42+2,91 vs. CVc TAT: 82,39+2,63, n
animales=6, n dendritas=28, p=0,81), mientras que si se observa una reduccion de
aproximadamente 54,82% en la densidad de espinas dendriticas en la CVc respecto a la
CVi en los animales tratados con el péptido PCOF (CVi PCOF: 89,95+2,58 vs. CVc PCOF:
50,23+1,89, n animales=6, n dendritas=28, p<0,05) (Fig. 8). El test one way ANOVA indico
que solamente hay diferencia estadistica entre los datos obtenidos en la CVc de los
animales tratados con el péptido PCOF respecto a los demas grupos.
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2. La modulacion de la actividad de la cofilina 1 restaura la plasticidad de
la vision en animales adultos.

Con el objetivo de evaluar si la modulacién de la actividad de la cofilina 1 en
animales adultos restaura la plasticidad a nivel de la vision realizamos el test optomotor.
Este test permite cuantificar la agudeza visual de cada animal, de forma independiente para
cada ojo.

Previo a la administracién de los péptidos se midid la AV en los cuatro grupos
experimentales, demostrando que esta no varia entre el ojo izquierdo (Ol) y el ojo derecho
(OD). En especifico se encontré que en los animales adultos P60, la AV del OD es de
0,3810,01 c/gr y del Ol es de 0,39+0,01 c/gr, y que no hay diferencias estadisticas entre
ellos.

Luego se verifico que la administracion de los péptidos per se no afecta la vision en
animales adultos normales. Para esto se utilizaron animales adultos normales P60 que, al
dia siguiente de realizarse la primera prueba de AV, fueron tratados con los péptidos TAT
(n=6) o PCOF (n=6). Pasado 5 dias se repitio el test optomotor en estos mismos animales y
se observé que la AV no cambia entre Ol y OD tanto en los animales tratados con TAT (Ol
TAT: 0,38+0,01 vs. OD TAT: 0,41+0,01, n=6, p=0,91) asi como en los tratados con PCOF (Ol
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PCOF: 0,3940,02 vs. OD PCOF: 0,39+0,01, n=6, p=0,89) (Fig. 10). También se demostrd
que no hay diferencias estadisticas significativas entre los dos grupos de animales (one way
ANOVA).
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Por ultimo se realizé el test optomotor en animales adultos con PM tratados con el
péptido TAT (n=12) o PCOF (n=16). La administracion de los péptidos se realizé al dia
siguiente de la primera prueba de AV, al otro dia se realizé la PM y 3 dias después se
reabrid el ojo para finalmente realizar el test el dia 6. En este caso demostramos que no hay
diferencia en los valores de AV entre Ol y OD en los animales tratados con TAT (Ol TAT:
0,3910,01 vs. OD TAT: 0,3940,01, n=12, p=0,81), mientras que si hay una reduccién de
aproximadamente 31% en el ojo privado de vision (OD) en comparaciéon con el 0jo no
privado de vision (Ol) en los animales tratados con PCOF (Ol PCOF: 0,38+0,01 vs. OD
PCOF: 0,27+0,01, n=16, *p<0.05) (Fig. 11).
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Discusion

En este proyecto nos propusimos aportar a la linea de investigacién del Laboratorio
de Neurociencias, el cual actualmente se dedica a tratar de caracterizar el rol de la cofilina 1
en los procesos de plasticidad cortical dependiente de la experiencia usando como modelo
de estudio la corteza visual primaria de ratén. Este es reconocido como un modelo robusto y
ampliamente caracterizado. Modificamos la experiencia visual utilizando el clasico
paradigma de la privacion monocular de la vision, del cual existen amplias evidencias que
es una manipulacién mediante la cual se pueden observar cambios que indican la presencia
0 no de capacidades plasticas (Mataga et al., 2004; Bukhari et al., 2015). Como ya
resaltamos anteriormente, estas capacidades plasticas estan presentes fuertemente durante
el periodo critico pero luego disminuyen drasticamente en la etapa adulta. Sin embargo,
sabemos que existen diversas estrategias que restauran los altos niveles de plasticidad
caracteristicos del PC en animales adultos. De todos modos, los mecanismos moleculares y
celulares que subyacen a la regulacion de los niveles de plasticidad en la CV no estan del
todo claros.

Con este escenario y sabiendo previamente que la cofilina 1 es una proteina cuya
expresion es modulada por la experiencia visual en la CV en el periodo critico pero no en el
adulto (Laguardia et al., 2023), nos preguntamos si es posible que sea una molécula
potencialmente implicada en controlar los niveles de plasticidad cortical y en especifico si la
modulacion farmacoldgica de su actividad puede facilitar la restauracion de altos niveles de
plasticidad en el adulto.

Para poner a prueba esta hipotesis, analizamos los efectos de la PM a nivel
estructural, en la densidad de las espinas dendriticas, y a nivel de la vision, en especifico en
la agudeza visual. Esto fue realizado en animales adultos en los cuales se moduld
farmacologicamente la actividad de la cofilina 1.

Los niveles de cofilina 1 se pueden modular mediante “knock out”, mutantes
transgénicos condicionales, RNA de interferencia, o también se puede alterar su actividad
mediante administracion de fosfo-miméticos o péptidos sintéticos (Shaw & Bamburg, 2017).
En este proyecto optamos por utilizar la administracion de péptidos sintéticos. Estos se
administran de forma directa, por lo que actuan rapidamente, ademas de que presentan
baja toxicidad, penetran la barrera hematoencefalica y la membrana celular, actuando a
nivel intracelular (gracias a la conjugacion al dominio proteico de la TAT-HIV) (Shaw &
Bamburg, 2017). Estos péptidos (primeros 16 aminoacidos de la cofilina 1 en su forma
fosforilada o sin fosforilar), compiten con la cofilina 1 endégena como sustrato para la
fosfatasa (SSH1) o la quinasa (LIMK1) responsables de la regulacion de la cofilina 1,
determinando asi una reducciéon o un aumento de la actividad de esta, respectivamente
(Shaw & Bamburg, 2017). Trabajos previos han demostrado que el tratamiento con estos
péptidos induce efectivamente una modulacién del estado de fosforilacién de la cofilina 1
(Toda et al., 2006; Wang et al., 2013; Duffney et al., 2015; Rust, 2015; Deng et al., 2016).

Mediante esta metodologia, demostramos que el tratamiento con el péptido PCOF
(péptido en forma fosforilada) restaura altos niveles de plasticidad dependiente de la
experiencia en ratones adultos. Esto lo observamos como una reduccion de la densidad de
espinas dendriticas en la CV contralateral al ojo privado de vision asi como también en una
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reduccién en la agudeza visual en el ojo privado de vision, en los animales tratados con el
péptido PCOF en comparacion a los tratados con el péptido de control TAT.

En cuanto al cambio en la densidad de espinas dendriticas, existen varios trabajos
que han utilizado este parametro posterior a la PM como aproximacion para detectar o no la
presencia de plasticidad en la CV de animales adultos. Por ejemplo, tanto en Sajo et al.,
2016, como en Bukhari et al., 2015, se analiza el recambio de espinas dendriticas luego de
la PM en ratones adultos “knock out” para la proteina Lynx1. Esta es una molécula cuya
expresion aumenta durante el desarrollo postnatal hacia la adultez, y que se ha demostrado
limitar la plasticidad de dominancia ocular. Estos autores demostraron que al eliminar dicha
proteina, la PM en animales adultos induce efectos similares a los observados si esta es
realizada en el PC, incluido una reduccion de la densidad de espinas dendriticas en la CV
contralateral al ojo privado de visién (Bukhari et al., 2015; Sajo et al., 2016). Resultados
similares se obtuvieron en el trabajo de Yusifov et al. (2021), en el cual observaron un
aumento de la plasticidad estructural (aumento de la eliminacion de las espinas dendriticas)
luego de la PM en animales adultos “knock out” para la proteina postsinaptica de densidad
95 (PSD-95), una proteina de andamiaje sinaptico que desempefia un papel clave en la
plasticidad sinaptica (Yusifov et al., 2021).

Todos estos trabajos, al igual que el nuestro, demostraron mediante la misma
aproximacion, que hay determinadas moléculas que tienen un rol fundamental en los
procesos de plasticidad cortical. Esta aproximacion consta de usar a la reduccién de la
densidad de espinas dendriticas en la CV contralateral al ojo privado de visién como un
indice de restauracion de altos niveles de plasticidad en animales adultos.

Luego, como parametro para determinar la presencia de cambios plasticos a nivel de
la vision, analizamos la AV. Esta se puede medir a través de métodos electrofisiologicos
(por ejemplo, mediante registros de potenciales visuales evocados) (Pizzorusso, 2006) o
utilizando pruebas conductuales. Dentro de estas ultimas encontramos las que son basadas
en comportamientos de refuerzo positivo, como la prueba visual en un laberinto clasico o en
agua (donde el animal debe asociar un estimulo visual, una rejilla sinusoidal proyectada en
un monitor, con la comida o con el escape del agua) (Gianfranceschi et al., 1999, Prusky et
al., 2000). Otro tipo de pruebas conductuales que se han desarrollado recientemente son de
tipo optocinéticas, como el test optomotor utilizado en este proyecto. Una de las ventajas de
este tipo de pruebas sobre las de refuerzo positivo, es que no es necesario un periodo de
tiempo previo para que el animal aprenda las tareas para poder llevar a cabo el test (Prusky,
2004). Ademas de ser un test facil de realizar, es accesible economicamente ya que se
puede disefar e implementar de forma sencilla. Sin embargo, este test es una medida de
actividad subcortical, mientras que los de electrofisiologia y los conductuales, como la
prueba visual del agua son medidas a nivel cortical (Douglas et al., 2005). Igualmente, los
valores obtenidos con el test optomotor son comparables con los obtenidos a través de las
otras metodologias (Douglas et al., 2005; Durand et al., 2012; Kang et al., 2013). Existen
varios trabajos donde se ha utilizado el test optomotor para determinar la presencia o no de
plasticidad de la vision. Por ejemplo, en Kang et al. (2013) los autores estudian los efectos
de la privacion de la visiéon binocular sobre la plasticidad cortical (Kang et al., 2013).
También hay otros estudios donde se analiza el rol del ambiente enriquecido sobre la
plasticidad cortical (Greifzu et al., 2014; Lowel et al., 2018).
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Todos estos trabajos, incluido el nuestro, coinciden en la metodologia empleada
para determinar la presencia de plasticidad cortical. Especificamente, utilizan la deteccion
de la reduccién de la agudeza visual en el ojo previamente privado de visiéon, medido a
través del test optomotor, como herramienta para detectar la presencia de plasticidad
cortical.

Cuales pueden ser los mecanismos a través de los cuales la cofilina 1 esta implicada
en regular los niveles de plasticidad neuronal es de dificil interpretacién al momento. Los
hallazgos principales, realizados en varios modelos experimentales de plasticidad, indican
un rol importante de la cofilina 1 en el control de la morfologia de las espinas dendriticas, en
el trafico de receptores AMPA/NMDA en la sinapsis y en los procesos de plasticidad de tipo
LTP/LTD (Namme et al., 2021; Hotulainen & Hogengaard, 2010, Rust et al 2015; Shaw &
Bamburg, 2017). Se ha demostrado también que la modulacién farmacoldgica de la
actividad de la cofilina 1 (por administracion de péptidos u otras estrategias) es asociada al
“drug seeking” (Toda et al., 2006), a la recuperaciéon de defectos presentes en el modelo
murino de autismo Shank3 “knock out” (Duffney et al., 2015) y de patologia de Alzheimer
(Deng et al., 2016), a la extincion de la memoria (Wang et al., 2013) y al dolor neuropatico
(Qiu et al., 2016).

Todas estas evidencias apuntan a modificaciones que pueden también estar
implicadas en los efectos de la cofilina 1 en el control de la plasticidad en la corteza visual.

Por otro lado, hasta el momento, no hay trabajos que intenten poner en relacién los
mecanismos ya conocidos que regulan la plasticidad en la corteza visual, como el desarrollo
del tono inhibitorio o la maduracion de la redes perineuronales, con la cofilina 1. De hecho,
este es uno de los objetivos al que se esta dedicando el Laboratorio de Neurociencias.

Finalmente, hay un unico trabajo que puede relacionarse con los datos obtenidos en
el presente proyecto. En Cerri et al. (2011), los autores administraron en la CV de ratas
adultas el factor necrotizante citotéxico 1 (CNF1) demostrando que este induce un aumento
de los niveles de plasticidad cortical (Cerri et al., 2011). Este factor es una toxina bacteriana
que regula la dinamica de la actina y la estructura de los procesos neuronales a traves de
una activacion persistente de las Rho GTPasas. Las Rho GTPasas (Rac1, Cdc42 y RhoA)
son proteinas que regulan la actividad de la actina. La cofilina 1, también es una proteina
que regula la dinamica de la actina, principalmente mediante fosforilacién/desfosforilaciéon
en el residuo Ser-3. La quinasa encargada de desfosforilar a la cofilina 1 es la LIMK1, que
es activada por Rac1, y LIMK2, activada por Rho y Cdc42 (Sumi et al., 1999; Name et al.,
2021). Por lo que, se puede especular que en este trabajo la activacion de las RhoGTPasas
determiné un aumento de la plasticidad en la CV de ratas adultas a través de una activacion
de LIMK1 vy, a su vez, de la fosforilacién de la cofilina 1. Esto estaria en acuerdo con los
resultados del presente proyecto en cuanto demostramos que la administracion del péptido
PCOF (el cudl induce un aumento de la forma fosforilada de la cofilina 1), induce un
aumento de la plasticidad.
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Conclusion

En este proyecto logramos demostrar que la modulacién de la actividad de la cofilina
1 induce cambios a nivel anatomico y a nivel de la visién. A nivel anatdmico genera una
reduccién de la densidad de espinas dendriticas en la corteza contralateral al ojo privado de
vision, mientras que a nivel de la vision genera una disminucion en la AV en el ojo al que
previamente se le realiz6 PM en comparacion al que se me mantuvo abierto. Estos
resultados demuestran por primera vez que la cofilina 1 tiene un rol en la regulacion de la
plasticidad neuronal dependiente de la experiencia en la CV de ratones.

Quiero destacar que durante mi estadia en el Laboratorio de Neurociencias he
adquirido los conocimientos sobre las distintas técnicas utilizadas en este proyecto, tanto
histolégicas como comportamentales. En particular, aprendi a realizar la prueba optomotora,
lo que implicé no solo aprender a ejecutarla, sino también a reconocer las respuestas de los
animales, analizar los datos de los videos obtenidos y procesar la informacién resultante.
También, adquiri las habilidades para poder realizar la tincion de Golgi, lo que incluyo
aprender a realizar cortes en el vibratomo y, al obtener las imagenes de las secciones, a
seleccionar las neuronas relevantes para los objetivos de este proyecto.
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